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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
Ag  antigen 
alpha MEM celično hranilno gojišče (angl. Minimum essential Medium Eagle, različica 
alpha)  
APC  antigene predstavitvena celica (angl. antigen presenting cell) 
BC  buffy coat 
DMEM Dulbeccovo spremenjeno gojišče (angl. Dulbecco's modification of Eagle's 
medium) 
DMSO dimetil sulfoksid (angl. dimethyl sulfoxide) 
DPBS  fosfatni pufer s soljo (angl. phosphate- buffered saline) 
c  kompletno 
CCL-8  kemokinski ligand 8  
C3b  element komplementa C3b 
CD  označevalec pripadnosti (angl. cluster of diferentiation) 
cpm  števki na minuto (angl. counts per minute) 
CRP  c reaktivni protein 
cRPMI kompletno gojišče RPMi 
CTL  citotoksična celica 
CXCL-10 interferon gama induciran protein 10 (CXC motif chemokine 10) 
DC  dendritična celica 
EMC  embrionalna matična celica 
FasL  Fas ligand, transmembranski protein 
FBS  goveji fetalni serum (angl. fetal bumine serum) 
GvHD  bolezen presadka proti gostitelju (angl. graft versus host disease) 
Gy  grey (joule/kg) 
hGF  hepatocitni rastni dejavnik 
HLA-G človeški levkocitni antigen G (angl. human leukocyte antigen G) 
HSCs  hematopoetične matične celice (angl. hematopoetic stem cell) 
ICAM-1 znotrajcelična adhezijska molekula 1 
IDO  indolamin-2,3-dioksigenaza 
IFN-γ  interferon γ 
IL  interlevkin 
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ISCT  mednarodno združenje za celične terapije (angl. international society for cell 
therapy) 
L-Glu  L-glutamin 
MBL   lektin, ki se veže na manozo (angl. manose binding lectin) 
MC  matična celica 
MCP-1  monocitni kemoatraktantni protein 1 (angl. monocyte chemoattractant 
protein-1) 
MHC  (angl. mayor histocompatibility complex) 
MLR  mešana limfocitna reakcija 
MSC  mezenhimska matična celica 
KM  kostni mozeg 
KMC  krvotvorna matična celica 
NK  naravna celica ubijalka (angl. natural killer cell) 
NO  dušikov oksid 
PBMC  periferna krvna enojedrna celica (angl. peripheral blood mononuclear cell) 
PD-1  protein programirane celične smrti 1 
PDL  ligand programirane celične smrti  
PGE  prostaglandin E 
RT  sobna temperatura (angl. room temperature) 
STAT-1 (angl. signal transducer and activator of transcription 1) 
TCR  T celični receptor 
TGF-β  transformirani rastni faktor β 
TH1  tip celic pomagalk TH1 
TH2  tip celic pomagalk TH2 
TL  trombocitni lizat 
Tr1  inducirani regulatorni limfociti 
VCAM-1 adhezijska molekula vaskularnih celic 1  
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1 UVOD  
   
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
 
Raziskave kažejo na vedno večji pomen matičnih celic za zdravljenje vzrokov bolezni, ne le 
njihovih simptomov. Pomembna vrsta so mezenhimske stromalne celice MSC, imenovane 
tudi mezenhimske matične celice, pridobljene iz kostnega mozga, ki so in bodo zaradi svojih 
lastnosti pomembne v kliničnih aplikacijah. Izoliramo jih na podlagi njihove sposobnosti, da 
se pritrdijo na dno gojilne posode (Friedenstein, 1970). Sposobne so samoobnavljanja v 
regenerativni medicini, diferenciacijo v druge celične tipe in imajo imunoregulatorne 
lastnosti (Fukada in sod., 2014). Imunoregulatorne lastnosti jim omogočajo topne snovi, 
citokini in rastni faktorji, ki jih izločajo. Pomembne so za ohranjanje homeostaze tkiv in 
organov, tvorijo nišo krvotvornih matičnih celic in so eden bolj uporabnih virov za celične 
terapije in tkivno inženirstvo. S staranjem se lastnosti MSC spreminjajo, predvsem se 
zmanjšajo njihove regenerativne sposobnosti (Fukada in sod., 2014).  
 
1.2 CILJI MAGISTRSKE NALOGE   
 
Glavni cilj magistrske naloge je nagojitev zadostnega števila MSC in dokazati njihovo 
inhibitorno zmožnost v kontekstu  celic imuskega sistema (PBMC- limfocite, celice naravne 
ubijalke, monocite in dendritične celice). MSC zavirajo proliferacijo in funkcijo teh celic. V 
magistrski nalogi smo z različno količino MSC dokazali njihovo inhibitorno zmožnost na 
proliferacijo celic PBMC. 
 
1.3 DELOVNE HIPOTEZE 
 
• Predpostavljamo, da MSC inhibirajo aktivacijo imunskih celic v smislu celične    
proliferacije  
 
• Predpostavljamo, da bodo MSC inhibirale aktivacijo PBMC v premosorazmerni 
odvisnosti glede na njihovo koncentracijo 
 
• Predpostavljamo, da se bo kvaliteta MSC manjšala z večjim številom pasaž
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 IMUNSKI SISTEM 
 
Imunski sistem sestavljajo številne celice, tkiva in molekule, katerih glavna naloga je 
varovanje organizma pred škodljivimi patogeni. Odzivnost imunskih celic ter dejavnikov 
imenujemo imunski odgovor. Poleg obrambe proti patogenom lahko imunski sistem tudi 
zelo učinkovito prepozna in ustvari odgovor na alogenske tkivne presadke (Abbas in 
Lichtman, 2007). 
 
Vdor tujkov v telo sproži različne obrambne mehanizme, ki jih delimo na prirojeno 
(nespecifično) imunost, ki omogoči začetno obrambo proti tujkom, in na pridobljeno 
(specifično) imunost (Štempelj, 2003), ki se razvije počasneje in bolj učinkovito (Abbas in 
Lichtman, 2007). Prirojena imunost je prva obramba posameznika pred tujki. Njeni 
mehanizmi so epitelno tkivo, celice naravne ubijalke (NK), aktivacija komplementa, 
fagocitoza in plazmatski proteini. Komponente pridobljenega imunskega sistema pa so 
limfociti in njihovi produkti. Delimo jih na limfocite B, ki izločajo substance, imenovane 
protitelesa, in na limfocite T, ki s pomočjo specifičnih receptorjev na svoji površini 
prepoznavajo telesu tuje snovi, imenovane antigeni (Abbas in Lichtman, 2007). 
 
2.1.1 Prirojena imunost 
 
Prirojena imunost predstavlja prvo linijo obrambe pred okužbo in je sestavljena iz 
antigensko-nespecifičnih mehanizmov (Coico, 2003), epitelnega tkiva, celic naravnih 
ubijalk (NK), iz aktivacije komplementa, fagocitoze in plazemskih proteinov (Abbas in 
Lichtman, 2007). 
Prva ovira za prehod mikroba je plast epitelnega tkiva v koži, prebavilih in dihalnih poteh. 
To tkivo proizvaja peptidne antibiotike, ki uničujejo bakterije. V procesu fagocitoze so 
glavne celice nevtrofilci, dendritične celice in monociti, ki se lahko naprej razvijejo v 
makrofage. Njihova naloga je, da prepoznajo mikrobe za intracelularno uničenje, izločajo 
citokine, beljakovine, ki so posredniki med elementi imunskega sistema in popravljajo 
poškodovano tkivo. Dva glavna vnetna citokina sta  TNF-α (tumor nekrozni faktor α) in 
interlevkin-1 (IL-1). Tretja pregrada je sistem komplementa, ki je zbirka gibajočih se 
membranskih proteinov, pomembnih v obrambi proti mikrobom. 
Sistem je aktiviran na površini mikroba, ob prisotnosti ali odsotnosti protiteles. Kadar se 
komplement aktivira s pomočjo protiteles, ki so vezana na antigen, govorimo o klasični poti 
aktivacije komplementa, ki je del humoralne pridobljene imunosti. Aktivacija komplementa 
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Ena glavnih komponent komplementa je protein C3, pri kateri ima vlogo fragment C3b, ki 
omogoči vezavo mikroba na fagocit (ima receptor za C3b). Komplement tudi aktivira 
proteinski kompleks, ki prodre skozi membrano mikroba in omogoči lizo mikrobne celice 
(Abbas in Lichtman, 2007). 
Pomembna celična sestavina prirojenega imunskega sistema so celice naravne ubijalke 
(NK), ki izvirajo iz limfoidne celične linije. Njihova aktivatorja proliferacije sta citokina IL-
15 in IL-18, ki jih izločajo dendritične celice. Na svoji površini nimajo T celičnih receptorjev 
(TCR) ali imunoglobulinov, receptorjev, limfocitov B (Abbas in Lichtman, 2007). Imajo pa 
aktivacijske in inhibitorne receptorje. Preko molekule MHC-Ⅰ, ki ločuje lastne in tuje 
antigene, celice predstavljajo antigene citolitičnim limfocitom T. Celice NK pa so razvile 
način, da v primeru pomanjkanja MHC-Ⅰ kompleksa reagirajo in uničijo mikrob. Kadar pa 
zaznajo dovolj MHC-Ⅰ kompleksa, jim inhibitorni receptorji na površini preprečijo uničenje. 
NK izločajo beljakovine, imenovane perforini, ki se vgnezdijo v tujek in ustvarijo pore, skozi 
katere prodrejo grancimi in povzročijo apoptozo (Sharma in sod., 2017). NK pa delujejo 
vzajemno tudi z makrofagi, saj ti izločajo citokin IL-12, ki aktivira celice NK. Posledično 
celice NK sintetizirajo in izločajo citokin IFN-γ, ki aktivira makrofage, da v postopku 
fagocitoze uničijo mikrobe (Abbas in Lichtman, 2007). 
Poleg proteinov komplementa so v obrambo vključeni tudi plazemski proteini, med katere 
spadajo lektini, kot je npr. lektin, ki veže manozo (MBL), ter C- reaktivni protein (CRP), 
pentamerni protein v krvni plazmi, ki deluje kot krvni marker ob okužbah. Tako MBL kot 
CRP imata sposobnost prepoznave mikrobov, da jih označita za fagocitozo. Tretja skupina 
aktivnih proteinov pa so surfaktantski proteini v pljučih. Skupna vloga vseh je, da se njihova 
količina poveča takoj po infekciji, čemur pravimo akutna faza imunskega odgovora (Abbas 
in Lichtman, 2007).
4 
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2.1.2 Pridobljena imunost 
 
Prirojena imunost je torej prva linija obrambe, vzpostavljena s strani celic in molekul, ki 
omogočajo nespecifično odstranitev mikrobov v kratkem času. Pridobljena imunost pa je 
oblika imunosti, ki je izzvana s strani mikrobov v Ag-specifičnem smislu ter lahko le-te 
odstranjuje veliko bolj učinkovito (Abbas in Lichtman, 2007). Poleg tega je za razliko od 
prirojene imunosti ta sposobna tvorbe t. i. imunskega spomina, ki temelji na dejstvu, da so 
celice, ki so že bile predhodno izpostavljene določenemu tujku, zmožne shraniti informacijo 
o njem. Ob tem pa pri naslednji izpostavitvi reagirajo z njim hitreje in bolj učinkovito 
(Vozelj, 1996). Glavne sestavine pridobljenega imunskega sistema so limfociti T, limfociti 
B in protitelesa. Limfociti so edine celice z receptorji, ki prepoznajo specifične substance, 
imenovane antigeni. Da se imunski odgovor sproži, morajo biti antigeni predstavljeni 
limfocitom. Zato poskrbijo antigene-predstavljajoče celice APC, najbolj definirane so 
dendritične celice (DC) (Abbas in Lichtman, 2007). To so kratkoživeča skupina 
hematopoetskega izvora. Pomembne so zaradi izločanja citokina IL-12, ki sproži sintezo 
citokina IFN-γ, ki je pomemben za razvoj T-celičnega odziva. Pridobljeni imunski sistem je 
sestavljen iz humoralne in celične imunosti. Humoralno imunost gradijo limfociti B in 
plazmatke, ki proizvajajo protitelesa, nastanejo v kostnem mozgu. Celično imunost pa 
sestavljajo limfociti T, ki prav tako nastanejo v kostnem mozgu, dozorijo pa v timusu (Abbas 
in Lichtman, 2007). Med limfocite T spadajo celice T pomagalke (celice T tipa CD4+), 




Limfociti B so tip levkocitov, ki nastanejo iz hematopoetskih matičnih celic v kostnem 
mozgu (Vozelj, 2000), iz katerega se nato sproščajo v krvni in limfni obtok (Kuby in sod., 
2003). Uspešno zorenje limfocitov B poteka v odsotnosti antigenov in je vključeno v 
zaporedje preureditev imunoglobulinskih genov. To stopnjo imenujemo od antigena 
neodvisna faza B-celičnega razvoja. Zrel limfocit B nato zapusti kostni mozeg in izrazi na 
membrano vezan imunoglobulinski receptor (mIgM in mIgD) z eno specifičnostjo za 
antigen. Ta celica kroži po krvi in limfi, dokler ne pride v sekundarne limfatične organe, 
vranico in bezgavke (Junior in sod., 2010). Nato naivne celice B (te, ki še niso srečale 
antigena) začnejo z razmnoževanjem, ko prvič srečajo antigen, specifičen za njihov receptor 
(Vozelj, 2000). Diferencirajo se v efektorske celice B oz. plazmatke ter spominske celice 
(Kuby in sod., 2003). Spominske celice so frakcija celic B, ki so se sposobne razmnoževati, 
ne morejo pa se diferencirati v plazmatke, ki izločajo protitelesa (Vozelj, 1996). Dolgoživeče 
spominske celice zapustijo limfatične organe ter krožijo po krvožilju in tkivih, kjer ob 
ponovnem stiku z enakim antigenom ustvarijo hitrejši in močnejši sekundarni odziv. Celice 
plazmatke pa so tiste, ki so zadnje v razvoju limfocitov B. Njihova naloga je izločanje in 
sinteza protiteles, ki nosijo enako specifičnost za antigen, kot imunoglobulini na površini 
tistih limfocitov B, katerih so potomke. Fazo prepoznavanja antigenov in aktivacijo 
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limfocitov B, imenujemo od antigena odvisna faza razvoja (Vozelj, 2000). Ker limfociti 
proizvajajo protitelesa, so nosilci humoralne adaptivne imunosti (Coico in sod., 2003). 
Limfociti B so tudi antigene predstavljajoče celice (APC), ki na svoji površini predstavijo 
antigen vezan na B celični receptor. S predelavo antigena nastanejo peptidi, ki so na površini 
limfocitov B izraženi tako, da so vezani s poglavitnim histokompatibilnim kompleksom tipa 
Ⅱ (MHC-Ⅱ). Tako jih lahko prepoznajo limfociti T, tipa CD4+. Sledi klonalna ekspanzija, 
klonalno povečanje števila limfocitov, ter proizvodnja citokinov, ki spodbujajo proliferacijo 




Limfociti T so imunske celice, ki nastajajo v kostnem mozgu, dozorijo pa v priželjcu oz. 
timusu. V času zorenja na svoji površini izrazijo receptorske molekule za prepoznavo 
antigenov, imenovane T-celične receptorje (TCR). Ker pa antigenov niso sposobne 
prepoznati same, za to potrebujejo pomoč antigene predstavljajočih celic (APC), ki antigen  
predstavljajo na membranskih proteinih, imenovanih poglavitni histokompatibilni kompleks 
(MHC; angl. mayor histocompatibility complex) (Kuby in sod., 2003). 
Obstajata dva glavna tipa limfocitov T: celice T pomagalke (angl. helper T lymphocytes), ki 
pomagajo limfocitom B napraviti najbolj učinkovita protitelesa in makrofagom uničiti 
mikrob ter citotoksični limfociti T, ki uniči okuženo celico. Poleg tega pa obstaja tudi manjša 
populacija limfocitov, ki jih imenujemo regulatorne celice T, ki kontrolirajo imunski 
odgovor (Abbas in Lichtman, 2007). Limfocite opredeljujejo posebni membraski 
glikoproteini, specifični za določeno vrsto (Kuby in sod., 2003). Označujejo se s CD 
nomenklaturo (angl.cluster diferentiation), celice T pomagalke izražajo proteine CD4+, 
citotoksične celice T pa CD8+ (Abbas in Lichtman, 2007). Glede na način prepoznavanja 
antigenov jih ločimo po tem, da celice CD4+ aktivirajo ekstracelularni proteinski antigeni 
(Abbas in Lichtman, 2007), ki se razgradijo v fagolizosomu APC (antigen predstavitvene 
celice), te pa jih vgradijo in predstavijo na membranskem kompleksu MHC tipa Ⅱ (Vozelj, 
1998; Kuby in sod., 2003). Nasprotno pa celice CD8+ aktivirajo endogeni (Vozelj, 1998) 
mikrobi, živeči v citoplazmi gostiteljske celice, ki jih citosolne proteaze razgradijo in vežejo 
na molekule MHC tipa Ⅰ (Abbas in Lichtman, 2007). 
 
Celice T pomagalke (tipa CD4+) ob stiku z antigenom proliferirajo in se diferencirajo v 
efektorske celice, ki izločajo regulacijske dejavnike, ki jih imenujemo citokini. Ti imajo 
pomembno vlogo pri aktivaciji limfocitov B, citolitičnih limfocitov T, makrofagov ter drugih 
imunskih celic (Kuby in sod., 2003). Ko se imunski odziv aktivira se oblikujejo podvrste 
TH1 in TH2. TH1 celice proizvajajo interferon γ (IFNγ) (Abbas in Lichtman, 2007) ter 
citokin interlevkin 2 (IL-2), ki aktivirata makrofage ter so tako glavne efektorske celice pri 
celični imunosti (Vozelj, 1996; Coico, 2003). Poleg tega spodbujajo preklop razredov 
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protiteles pri limfocitih B, ki so učinkoviti za opsonizacijo antigena za fagocitozo in 
aktivacijo komplementa. 
 
Celice TH2 izločajo citokine, interlevkin 4 (IL-4), ki spodbuja izdelavo protiteles tipa IgE 
in IgG ter interlevkin 5 (IL-5), ki aktivira eozinofilce.  
Poleg tega pa tudi rastni faktor za limfocite B, IL-2 (Abbas in Lichtman, 2007), interlevkin 
10 (IL-10), ki je zaviralec celične imunosti ter interlevkin 13 (IL-13), ki vpliva le na rast 
limfocitov B (Vozelj, 1996; Coico, 2003). 
 
Citotoksični limfociti CD8+ so efektorske celice v celični imunosti. Njihova glavna naloga 
je uničenje okuženih celic (Vozelj, 1996). Prepoznavajo in uničijo tarčne celice z 
neposrednim stikom tumorskih celic. Za pritrjevanje so na obeh celicah (tarčni in 
citotoksični) potrebne adhezijske molekule. Po prepoznavanju antigena in kostimulatornem 
signalu, ki aktivira limfocite T, sledi usmeritev citoplazmatskih granul v celicah CD8+, proti 
tarčni celici (Vozelj, 1996). V granulah so prisotni citotoksični proteini, imenovani perforini 
in gracimi, ki se s pomočjo eksocitoze izlijejo v notranjost tarčne celice. Perforini so 
molekule, ki oblikujejo transmembranske pore v membrani tarčne celice, povišana 
permeabilnost membrane pa povzroči smrt. Grancimi so molekule, ki po drugi strani 
vstopajo v tarčno celico, preko por, kjer inducirajo apopoptozo (programirano celično smrt). 
Poleg citotoksičnosti obstaja tudi sekundarna vloga celic CD8+, in sicer sinteza in izločanje 
citokinov, IFN-γ, TN-β ter IL-4 (Coico in sod., 2003). 
 
2.2 PERIFERNE KRVNE MONONUKLEARNE CELICE 
 
Periferna krvna mononuklearna (enojedrna) celica (PBMC) je vsaka krvna celica z okroglim 
jedrom (limfocit, monocit, NK ubijalka, dendritična celica). Te celice so glavna komponenta 
imunskega sistema za boj proti okužbam in prilagoditvi vsiljivcev (Zenbio, 2017). Odvzeta 
krvodajalčeva periferna kri se gradientno centrifugira z namenom odstranitve rdečih krvničk 
in polimorfnih celic (nevtrofilci, bazofilci, eozinofilci) (Miyahira, 2012). Dobimo tako 
imenovani buffy coat (BC), ki je skupek levkocitov in trombocitov ter nekaj eritrocitov in 
granulocitov. Ta postopek opravijo na oddelku Zavoda RS za transfuzijsko medicino, za 
predelavo krvi. 
 
Z uporabo hidrofilnega polisaharida, fikola, se iz buffy coata izolirajo celice PBMC (Zenbio, 
2017). BC se s fikolom z gostoto 1,077 g/ml loči v dve frakciji; PBMC sestavljajo populacijo 
celic, ki ostane v frakciji z nizko gostoto (zgornja frakcija), medtem ko imajo rdeče krvne 
celice in PBMC večjo gostoto, zato se nahajajo v spodnji frakciji (Akdis in sod., 2012; 
Crotty, 2011; Tan in Gery, 2012). Fikol pri sobni temperaturi povzroči agregacijo eritrocitov 
in s tem hitrejšo sedimentacijo na dno centrifugirke (Maličev in Jež, 2014). 
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Limfociti so edine celice s specifičnimi receptorji za antigene in zato glavni mediatorji 
pridobljene imunosti. Standardna nomenklatura je CD (angl. cluster of differentiation) 
(Abbas in Lichtman, 2007). To so adhezijske molekule, receptorji, encimi ali druge  
molekule, ki se lahko izražajo v določeni stopnji razvoja  celice in v določenih pogojih. 
Mnoge od teh molekul so biokemijsko in molekularno genetsko dobro opredeljene, poznano 
je njihovo aminokislinsko zaporedje in v grobem tudi njihova biološka vloga (Maličev in 
Jež, 2014). Limfociti (limfociti T, B in NK) zavzemajo večino celic PBMC, kar 70-90 %. 
Monociti, iz katerih se diferencirajo makrofagi (Abbas in Lichtman, 2007), sestavljajo 10-
30 %, dendritične celice pa so zelo redka vrsta, le 1-2 %.  
Največ limfocitov zavzemajo CD3+  celice T, 70-85 % (45- 70 % PBMC), 5-20 % B celic 
in 5-20 % NK celic. Celice CD3+ so sestavljene iz CD4+ (25-60 % PBMC) in CD8+ (5-30 
% PBMC) v razmerju 2:1 (Miyahira, 2012). 
 
Ker se v poskusih mešane limfocitne reakcije uporabljajo imunske celice PBMC dveh 
različnih donorjev, je za uspešno reakcijo potrebna tkivna skladnost darovalcev. Tkivni 
antigeni HLA (humani levkocitni antigen) razredov Ⅰ in Ⅱ so ključnega pomena za 
prepoznavanje lastnega in tujega v imunskem sistemu (Jeras, 2004). HLA je področje  v 
genomu ljudi, ki kodira površinske antigene na celicah, ki sodelujejo pri imunskem odzivu 
(Jež in Maličev, 2014). V prvi razred sodijo molekule HLA-A, -B, -C, v drugi pa molekule 
HLA-DR, -DQ in –DP. Prve najdemo na vseh telesnih celicah z jedrom in trombocitih, druge 
pa na APC (limfociti B, makrofagi in DC). Pri določanju tkivne skladnosti sta pri darovalcih 
pomembni stopnja ločljivosti tipizacije (nizka in visoka) in stopnja ujemanja (antigenska ali 
alelska) ter tudi to v katerih lokusih HLA je lahko prisotno morebitno neujemanje (Jeras, 
2004). 
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2.3 MEZENHIMSKE MATIČNE CELICE MSC 
 
2.3.1 Kostni mozeg 
 
V zgodnjem obdobju človešekega razvoja se kostni mozeg nahaja v večini kosti, s starostjo 
pa le v določenih, predvsem v bolj ploščatih, kot sta prsnica in medenica (McLarnon, 2017). 
Pri otrocih je kostni mozeg v večjem številu kosti, tudi v medularni votlini dolgih kosti, kot 
je stegnenica. Obstajata dve vrsti kostnega mozga; prvi je rdeči ali hematopoetski kostni 
mozeg, ki proizvaja rdeče in bele krvničke ter trombocite (Doiron, 2014), proces nastajanja 
teh celic pa se imenuje hematopoeza (McLarnon, 2017). Rdečo barvo ta kostni mozeg dobi 
od hemoglobina. Drugi je rumeni ali stromalni kostni mozeg, ki proizvaja maščobo, 
hrustanec in kosti. Rumeno barvo dobi iz karotenoidov, ki se nahajajo v maščobnih kapljicah 
maščobnih celic. Najdemo ga v notranji votlini dolgih kosti. Njegova glavna naloga je 
shranjevanje adipocitov, katerih trigliceridi lahko služijo kot vir energije. Masa v kostnem 
mozgu (KM) je drugačna od podkožne maščobe v telesu in je zadnja maščoba, ki jo telo 
porabi ob stradanju. Razmerje hematopoetskih celic in maščobnih celic v maščobnem tkivu 
kostnega mozga imenujemo celičnost kostnega mozga. Najpogosteje je omenjeno kot 
odstotek hematopoetskih celic v kostnem mozgu. Odstotek se s starostjo zmanjšuje, pri 
zdravih odraslih je ta le še 50 %. V določenih okoliščinah, kot je huda izguba krvi, lahko 
telo pretvori rumeni kostni mozeg nazaj v rdečega, da bi povečal proizvodnjo krvnih celic 
(Doiron, 2014). 
 
2.3.2 Matične celice 
 
V človeškem telesu se nahaja vrsta celic, ki jih ohranjamo celotno življenje, imenujejo se 
matične celice (MC). Z njimi je mogoče zdravljenje določenih degenerativnih, presnovnih, 
prirojenih, rakavih bolezni ter mehanskih poškodb tkiv in organov (Rožman, 2007). MC so 
maloštevilna populacija nespecializiranih celic, ki jih najdemo v tkivih zarodka in odraslega 
organizma. So nediferencirane, sposobne dolgotrajnega asimetričnega deljenja, pri čemer na 
eni strani v procesu samoobnavljanja tvorijo sebi identične kopije, na drugi strani pa nove 
linije bolj diferenciranih celic (Jež in Maličev, 2014). 
 
Matične celice lahko razdelimo na embrionalne matične celice, ki se nahajajo v blastocisti 
(zarodku), in matične celice odraslih (Meng in sod., 2007). Nekateri avtorji navajajo tudi 
tretjo obliko MC, fetalne MC, med katere sodijo MC iz popkovnice in placente (Jež, 2008). 
Odrasle matične celice so izolirane iz tkiv, kot so kostni mozeg, popkovnična kri, maščobno 
tkivo in amnijska tekočina (Meng in sod., 2007). 
 
Po sposobnosti diferenciacije jih razdelimo na toti, pluri, multi in unipotentne. Totipotentne 
celice so se sposobne diferencirati v vse celične vrste, vključno s spermiji in jajčeci.  
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Preglednica 1: Stopnje potentnosti matičnih celic (Maličev in Jež, 2014) 
Matične celice Lastnosti Lokacija v tkivu 
Totipotentne matične celice 
Totipotentne so tiste celice, ki so 
sposobne tvoriti celoten 
organizem, vključno z 
ekstraembrionalnim tkivom 
(trofoblast). Ko nastane 
blastocista, se totipotentnost 
izgubi. 
Zigota in zgodnje blastomere, 
vse dokler zarodek ne doseže 
stopnje blastociste. 
Pluripotentne matične celice 
Pluripotentne matične celice so 
celice, ki so se sposobne 
diferencirati v vse telesne celice, 
tudi spolne. Znanstveniki so 
dokazali, da so celice 
pluripotentne, ker je njihova 
sposobnost, da se diferencirajo v 
celice vseh treh kličnih listov 
(endoderm, ektoderm, 
mezoderm). Označevalci 
pluripotentnosti so molekule: Tra-
1-60, Tra-1-81, SSEA-4, alkalna 
fosfataza, TERT ter 
transkripcijski dejavniki Oct4 
(Pou5F1), Nanog, Sox2 in Rex1. 
Embrionalne matične celice, 
izolirane iz notranje celične 
mase. 
Multipotentne matične celice 
Multipotentne matične celice so 
celice z manjšo potentnostjo in 
sposobnostjo diferenciacije v 
primerjavi s pluripotentnimi in 
totipotentnimi matičnimi 
celicami. Multipotentne celice 
lahko tvorijo različne vrste celic, 
ki pa vse pripadajo istemu 
kličnemu listu. 
Tkivno specifične matične 
celice, primer so hematopoetske 
matične celice in mezenhimske 
matične celice. 
 Unipotentne matične celice 
Unipotentne so tkivno specifične 
celice in se lahko razvijejo samo 
v eno celično linijo. Imajo 
sposobnost samoobnavljanja, zato 
jih ta loči od somatskih celic. 
Progenitorske celice v koži in 
mišicah. 
 
V odraslih sesalcih in v človeku je tako več kot 200 različnih celičnih vrst, ki izvirajo iz ene 
same celice, zigote oz. oplojenega jajčeca. Pluripotentne celice so se sposobne diferencirati 
v vse tri celične plasti (mezoderm, ektoderm in endoderm), ne pa v trofoblast, to je v del 
blastociste, ki se vgnezdi v steno maternice in se kasneje razvije v posteljico. Multipotentne 
celice (tudi oligopotentne) so se sposobne diferencirati v več celičnih vrst, vendar ne v vse. 
Take so npr. mieloične krvotvorne matične celice. Unipotentne matične celice pa so se 
sposobne diferenciati le v eno celično vrsto. Imenujemo jih tudi celice prednice 
(progenitorji). Take so npr. predniške epitelne matične celice. 
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Vrste matičnih celic pa delimo v embrionalne, matične celice iz popkovine, matične celice 
iz odraslih tkiv in organov, krvotvorne matične celice, mezenhimske matične celice in 
hemangioblaste (Rožman, 2007). 
 
2.3.3 Mezenhimske matične celice ali mezenhimske stromalne celice 
 
V kostnem mozgu so Fridenstein in sod. (1970) prvi opisali fibroblastom podobne celice ter 
optimizirali pogoje za njihovo gojenje v adherentni kulturi. Leta 1988 so Owen in sod. te 
celice poimenovali stromalne matične celice kostnega mozga z namenom, da pokažejo 
njihovo sposobnost ustvarjanja stromalnih celic pri daljšem gojenju v kulturi. Leta 1991 je 
Caplan uvedel pojem mezenhimske matične celice, kljub temu da je bilo malo dokazov o 
njihovi diferenciaciji in vivo. Pittenger in sod. (1999) so dokazali, da so te celice 
multipotentne in se lahko diferencirajo v ostoblaste, hondrocite in adipocite. Kasneje so jih 
poimenovali še na druge načine, mezenhimske progenitorske celice (Dennis in sod., 1999), 
skeletne matične celice (Bianco in Robey, 2000) in multipotentne zrele in mezodermalne 
progenitorske celice (Jiang in sod., 2002). Kasneje jih je Mednarodno društvo za celično 
terapijo (angl. International Society for Celll Therapy, ISCT) poimenovalo multipotentne 
mezenhimske stromalne celice, okrajšano mezenhimske stromalne celice (Charbord, 2010). 
Vendar pa se kljub vsemu uporablja tudi okrajšan izraz mezenhimske matične celice. 
 
Mezenhimske matične celice so tip odraslih matičnih celic, ki imajo pomembno vlogo pri 
ohranjanju in popravilu različnih odraslih tkiv in organov (Pittenger in sod., 1999). 
Definirane so kot samoobnovitvene multipotentne, ne-hematopoetske (Pittenger in sod., 
1999) progenitorske celice, z visokim potencialom diferenciacije v celične tipe 
mezodermalnega izvora, kot so adipociti, hondrociti in osteociti (Kim in Cho, 2013). 
Morfološko in fenotipsko so zelo raznolika populacija, izolirana večinoma iz kostnega 
mozga (Pittenger, 1999), lahko pa tudi iz drugih tkiv, maščobnega (Izadapanah in sod., 2006 
in Zuk in sod., 2001), placente (Zhang in sod., 2004), amnionske tekočine (Roubelakis in 




Proliferacijske lastnosti MSC se razlikujejo glede na tkivo in starost donorja. Celice, 
izolirane iz kostnega mozga, imajo daljši podvojitveni čas (30-60 ur) kot celice, pridobljene 
iz popkovnične krvi (20-30 ur) (Gang in sod., 2004; Nakamizo in sod., 2005; Lu-Lu in sod., 
2006). Podvojitveni čas je obdobje, v katerem se podvoji začetno število celic. Celice MSC, 
ki so izolirane iz starejših donorjev, imajo nižji diferenciacijski potencial ter hitreje preidejo 
v obdobje staranja (senescenco) (Kern in sod., 2006). Med in vitro gojenjem se lastnosti 
MSC spreminjajo; morfologija, podvojitveni časi se podaljšujejo in zmanjša se sposobnost 
diferenciacije (Gang in sod., 2004;  Nakamizo in sod., 2005). Povprečni podvojitveni čas se 
iz provotnih 30 ur poveča na 380 ur (5. pasaža) (Banfi in sod., 2000).  
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Proliferacija (zmanjšanje) pa je povezana tudi z nastopom apoptoze, saj se poveča izražanje 




V in vitro pogojih so celice MSC kompaktne, vretenaste in imajo orientirano rast (Jackson 
in sod., 2007). Imajo sposobnost, da se v gojitveni kulturi prilepijo na podlago gojitvene 
posode, zato jih je dokaj preprosto osamiti iz vzorca kostnega mozga in namnožiti do 
zadostnega števila, potrebnega za klinično uporabo (Rožman in sod., 2007). Ko se po 
površini popolnoma razrastejo, se njihova rast ustavi, zato jih je potrebno presaditi (Jackson 
in sod., 2007). MSC se uporabljajo za zdravljenje ortopedskih poškodb, bolezni presadka 
proti gostitelju (GvHD), bolezni srca in ožilja, jeter, avtoimunskih in boleznih po presaditvi 
kostnega mozga (Kim in Cho, 2013). 
MSC so strukturne celice vseh organov, ki delujejo v večini bioloških funkcij (Messina in 
sod., 2016). Sposobne so diferenciacije v različna tkiva mezodermalnega izvora, kot so kosti, 
hrustanec, kite, maščoba, srce, mišice in stroma kostnega mozga (Pittenger in sod., 1999). 
MSC so sposobne diferenciacije v štiri skupine celic: Osteoblaste, hondroblaste, adipocite 
in hematopoetične matične celice (HSCS). Prav tako pa so sposobne proizvajati veliko 
količino rastnih faktorjev in citokinov (Messina in sod., 2016). 
 
Kriteriji, po katerih vemo, da gre za MSC: 
 
• Plastične-adherentne celice v standardnih pogojih 
• Sposobnost diferenciacije v hondrocite, osteoblaste, adipocite (Dominici in sod., 2006) 
• Ne izražajo markerjev: CD14, CD34, CD45, CD11b in pozitivne so za označevalce: 
CD73, CD90, CD105, CD166 (Locatelli in sod.., 2007)  (Preglednica 2) 
 
 
Preglednica 2: Označevalci mezenhimskih matičnih celic (Maličev in Jež, 2014; Kim in Cho, 2013) 
POZITIVNI OZNAČEVALCI NEGATIVNI OZNAČEVALCI 
Stro-1, CD10, CD13, CD58, CD71, CD73, CD90 




CD44 (HCAM), CD49e (α5-integrin), 
CD54 (ICAM-1), CD106 (VCAM-1), 
CD166 (ALCAM) 
CD4, CD8, CD11a, CD11b, CD14, CD15, CD16, 
CD19, CD25, CD31, CD33, CD34, CD45, CD49b, 
CD49d, CD49F, CD50, CD62e, CD621, CD62P, 
CD79a, CD80, CD86, CD106, CD117, CD235, 
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MSC določamo z analizo površinskih antigenov, ki jih imenujemo celični označevalci ter s 
preverjanjem njihovih plastično-adherentnimi rastnimi in funkcionalnimi lastnostmi (Wang 
in sod., 2012). Celične označevalce, površinske molekule na celicah, imenujemo molekule 
CD (angl. Cluster of differentiation) (Bernard in Boumsell, 1984). MSC so negativne za 
krvotvorne označevalce, npr. CD14, CD34, CD45, pozitivne pa so za številne molekule za 
pritrjevanje, npr. CD73, CD90, CD105, CD166 (Locatelli in sod.., 2007) (Preglednica 2). 
 
2.3.4 Imunomodulatorne lastnosti MSC 
 
Za MSC je značilno, da imajo močan imunosupresiven in protivneten učinek na imunske 
reakcije, ki so povezane s prirojeno in pridobljeno imunostjo. MSC preprečujejo 
proliferacijo celic T (English in sod., 2009; Glennie in sod., 2005; Di Nicola in sod., 2002), 
funkcionalnost celic B (Augello in sod., 2005; Corcione in sod., 2006), proliferacijo celic 
NK in proizvodnjo citokinov (Spaggiari in sod., 2008) ter preprečujejo diferenciacijo in 
zorenje dendritičnih celic (Jiang XX in sod., 2005). Pomembna lastnost MSC je, da lahko 
zavirajo delovanje neodvisno od MHC kompleksa med donorjem in prejemnikom, zaradi 
nizke ekspresije MHC2 in drugih kostimulatornih molekul (Stagg in sod., 2006). Kljub temu 
MSC lahko povzročijo imunosupresivne učinke z neposrednim celičnim stikom, saj je 
njihova primarna naloga proizvodnja topnih dejavnikov, rastnega faktorja TGF-β (Keating, 
2008), hepatocitnega rastnega dejavnika (HGF) (Di Nicola in sod., 2002), dušikovega oksida 
(Ren in sod., 2008) in indolamin 2,3- deoksigenaze (IDO) (Meisel in sod., 2004). MSC s 
svojo imunosupresivnostjo povzročijo nastanek Tregs (Ye in sod., 2008; Di Ianni in sod., 
2008), s tem da inducirajo dendritične celice, ki proizvajajo interlevkin (IL)-10, ki omogoči 
razvoj celic Tregs in vivo (Choi in sod., 2012). S tem igrajo MSC pomembno vlogo v 
regulaciji imunskega sistema z direktnim zaviranjem imunskih celic. Kljub vsemu pa MSC 
niso povsem inhibitrone. Najbolj so odvisne od okoljskih vnetnih dejavnikov. Pri akutnih 
vnetjih se imunosupresivna zmožnost prepozna preko povečane produkcije kemokinov 
ICAM-1, CXCL-10, CCL-8 in IDO (Marigo in sod., 2011; Dazzi in Marelli, 2008; Krampera 
in sod., 2006).
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Imunosupresija pomeni zaviranje normalnega delovanja imunskega sistema in jo z 
imunosupresivnimi zdravili lahko dosežemo v terapevtske namene. Imunosupresorji so 
snovi, ki zavirajo proliferacijo limfocitov, prav tako pa lahko nekateri zavirajo efektorsko 
fazo imunskega odgovora (Štempelj in sod., 2003). Glavne biomolekule, ki povzročijo 
imunosupresivnost MSC so:  prostaglandin (PGE2), transformirajoči rastni faktor (TGF)-β1, 
indoleamin 2,3-dioksigenaza (IDO), hepatocitni rastni faktor (HGF), interlevkin IL-6 in IL-
10 (Zhao in sod., 2016). Imunosupresivna zdravila uporabljamo za (Štempelj in sod., 2003): 
 
• Preprečevanje zavračanja organov in tkiv pri transplantaciji (npr. jeter, ledvic, srca,   
kostnega mozga...). 
• Preprečevanje zavrnitve reakcije limfocitov, presadka na antigene gostitelja, pri 
transplantaciji kostnega mozga. 
• Imajo vlogo pri zdravljenju bolezni, ki so sicer neznanega vzroka in so najverjetneje 
avtoimunskega izvora, npr. revmatoidnega artritisa, nekaterih oblik hemolitične anemije. 
 
2.4.1 Imunosupresivni učinek MSC 
 
Osnovni pogoj za uspešno regeneracijo poškodb tkiva je odsotnost vnetja. Prav zaradi tega 
je protivnetna sposobnost MSC, da zavirajo imunski odziv prirojene in pridobljene imunosti, 
enako pomembna kot njihova sposobnost regeneracije. 
Protivnetno imunomodulatorno delovanje MSC, je predmet intenzivnih raziskav ter 
kliničnih študij, predvsem zdravljenje akutne bolezni presadka zoper gostitelja (angl. Graft 
versus host desease, GvHD) po alogenski presaditvi krvotvornih matičnih celic ter Chronove 
in drugih kroničnih vnetnih bolezni. Danes vemo, da lahko MSC delujejo imunomodulatorno 
preko neposrednih medceličnih interakcij ali pa posredno, parakrino, z izločanjem različnih 
topnih imunosupresivnih dejavnikov (Qin in sod., 2014; Zhao in sod., 2016). 
 
Preko različnih mehanizmov poteka njihovo zaviralno delovanje na celice prirojene 
imunosti, makrofage, dendritične celice (DC), naravne celice ubijalke (NK), citotoksične  
celice T in mastocite. MSC zavirajo polarizacijo makrofagov v njihov vnetni podtip M1, z 
izločanjem interlevkina 6 (IL-6), z izločanjem granulocitne in makrofagne kolonije 
vzpodbujajočega dejavnika (GM-CSF) ter prostaglandina E2 (PGE2). Pri tem zato 
posledično prevlada protivnetni podtip M2, ki proizvaja in izloča interlevkin 10 (IL-10) 
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PGE2, ki ga izločajo MSC, prispeva k inhibiciji degranulacije makrofagov in s tem tudi k 
preprečevanju sproščanja histamina, prav tako pa zavira aktivacijo, diferenciacijo in 
efektorske funkcije DC in celic NK. PGE2 v kombinaciji z IL-6 omogoča nastanek 
regulatornih/tolerogenih DC, ki izločajo izrazito protivnetni transformirajoči rastni dejavnik 
β (TGF-β) (Glenn in sod., 2016). Ta je poleg IDO pomemben topni imunosupresivni 
dejavnik, ki jih proizvajajo MSC. Vloga IDO je pretvorba triptofana, ključne aminokisline 
za ustrezno delovanje celic T, v kinurenin (Glenn in sod., 2016). 
 
TGF-β in IDO močno zavirata efektorske funkcije celic NK (Glenn in sod., 2016), ki  so 
pomembne pri odstranjevanju tumorskih celic in tistih, ki so okužene z virusi. MSC zavirajo 
njihovo proliferacijo in spremenijo njihove fenotipske značilnosti, proizvodnjo vnetnih 
citokinov in citotoksično delovanje. MSC to dosežejo z neposrednimi medceličnimi 
interakcijami ali pa preko izločanja TGF-β in PGE2 (Zhao in sod., 2014). Tarče 
imunosupresivnosti MSC so tudi efektorske celice pridobljene imunosti, limfociti B in T. 
MSC zavirajo aktivacijo, proliferacijo in izražanje kemokinskih receptorjev limfocitov B ter 
preprečujejo njihovo pretvorbo v plazmatke, ki proizvajajo protitelesa.   To lahko dosežejo 
z neposrednimi medceličnimi interakcijami, z vezavo inhibitornih receptorjev PD-1 na 
limfocitih B, z njihovimi ligandi PDL-1 na MSC ter tudi z izločanjem topnih dejavnikov 
(galektin-9). Ta je glavni mediator antiproliferativnih učinkov  MSC na limfocite T in B. 
Njegovo povečano delovanje je odvisno od aktivacije citokina IFNγ. Polega tega MSC 
zavirajo T-celično proliferacijo in alogenski T-celični odziv. Inducirajo delovanje Tregs z 
izločanjem citokina IL-10.  
 
MSC pa tudi s sproščanjem citokina IL-6 obvarujejo nevtrofilce pred apoptozo. To so celice, 
ki med prvimi potujejo na vnetno mesto (Zhao in sod., 2014 in Glenn in sod., 2016). 
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Preglednica 3: Imunomodulatorni učinki MSC terapije na celice imunskega sistema (Amorin in sod., 2014) 
Celični tip Učinki MSC na terapijo Faktorji 
Limfociti T • Zavirajo T-celično proliferacijo; 
• spremenijo citokinsko-
sekrecijski profil efektorskih T 
celic; 
• spodbujajo širitev in aktivnost 
regulatornih celic T;  
• inducirajo apopotozo aktiviranih 
T celic.  
IL-1β, TGF-β1, HGF, PGE2, 
IDO, 
LIF, IGF, HLA-G, 
CCL-1  
Limfociti B • Inhibirajo B celično 
proliferacijo; 
• imajo učinke na kemotaktične 
lastnosti B celice; 




Celice NK • Spremenijo NK celični fenotip 
• zavirajo NK celično 
proliferacijo, sekrecijo citokinov.  
TGFβ, IDO, HLAG5, PGE2  
Dendritične celice (DC) • Vplivajo na difereciacijo, 
zorenje in na ločitev dendritičnih 
celic od monocitov; 
• zavirajo gibanje, zorenje in 
antigen predstavitveno funkcijo 
dendritičnih celic.  
M-CSF 
Makrofagi • Pretvarjajo pro-vnetne 
makrofage M1 v anti-vnetne M2 
makrofage; 
• zmanjšujejo vnetni odziv 
makrofagov. 
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2.5 KLINIČNA UPORABA MSC 
 
MSC so se izkazale za učinkovite pri zdravljenju poškodbe tkiv in degenerativnih bolezni. 
V prebavnem traktu avtologne MSC izboljšajo klinične indekse delovanja jeter pri bolnikih 
s cirozo in odpovedjo, ki jih povzroči hepatitis B (English in sod., 2009; Faustman, 2010). 
MSC so se meddrugim izkazale kot učinkovite pri zdravljenju miokardnega infarkta (Garcia 
Olmo in sod., 2009) in poškodbi roženice (Gonzalez in sod., 2009), preko izločanja TNF 
inducibilnega gena 6 proteina (TSG-6), ki zmanjšuje vnetje in spodbuja rekonstrukcijo tkiva 
(Gonzalez Rey in sod., 2010). Poleg zdravljenja poškodb tkiva se MSC uporabljajo za 
zdravljenje imunskih motenj. Uspešno so bile uporabljene za obvladovanje bolezni presadka 
proti gostitelju (GvHD) in pri bolnikih, ki prejemajo presajen kostni mozeg (Hass in sod., 
2011 in Pavletic, 2012), ali tistih s hudo steroidno odpornostjo (Pavletic, 2012; Humphereys 
in sod., 2008 in Jayne in sod., 2004). MSC delujejo tudi pri sistemskem lupus eritematozusu 
(SLE) in Crohnovi bolezni, kjer avtologne in alogenske MSC zavirajo vnetje in zmanjšajo 
poškodbe ledvic in črevesja s pomočjo indukcije regulatornih T-celic (Jones in sod., 2007; 
Jorgensen, 2010; Kamota in sod., 2009; Karp in sod., 2009). MSC iz kostnega mozga lahko 
izboljšajo stanje multiple skleroze (ALS) s takojšnjimi imunomodulatornimi učinki 
(Kinnaird in sod., 2004; Klemperer, 1962; Krampera in sod., 2006). Ker je multipla skleroza 
avtoimunska bolezen, lastni imunski sistem napade mielinsko ovojnico, MSC pa s svojo 
inhibitornostjo omogočijo obnavljanje prizadetega živčnega tkiva (Dulamea, 2015). Osiris 
Prochymal je bilo prvo svetovno zdravilo z matičnimi celicami, ki je bilo leta 2012 odobreno 
v Kanadi, namenjeno zdravljenju GvHD in Crohnove bolezni. 
Ključni terapevtski učinki MSC temeljijo na štirih lastnostih: sposobnost preseljevanja na 
vnetna mesta, kadar jih injiciramo intravenozno, sosobnost diferenciacije v različne celične 
tipe, zmožnost izločanja bioaktivnih molekul, ki zavirajo vnetje in sposobnost opravljanja 
imunomodulatornih funkcij (Wang in sod., 2012). MSC spreminjajo citokinske sekrecijske 
profile efektorskih T-celic, dendritičnih celic in celic NK, ki omogoča pretvorbo 
proinflamantornega Th1 citokinskega profila v antiinflamantorni Th2 profil. Ti učinki so 
koristni pri zdravljenju GvHD (Nasef in sod., 2007). 
 
2.5.1 Regenerativna medicina 
 
Regenerativna medicina nam omogoča obnovo poškodovanih tkiv in organov. Delovanje 
MSC pri regeneraciji tkiv je povezano z izražanjem citokinov, kemokinov in rastnih 
dejavnikov, ki zavirajo vnetje, izboljšujejo angiogenezo in inhibirajo apoptozo. Klinično se 
MSC uporabljajo predvsem za zdravljenje tkiv, ki se sama po sebi težko obnavljajo (sklepni 
hrustanec), in tistih, ki imajo prizadeto sposobnost celjenja, zaradi kroničnh dejavnikov (npr. 
kronične rupture tetiv in mišic, psevdoartroze kosti). V praksi se MSC aplicirajo z 
neposrednim injiciranjem suspenzije v sklep ali tetivo ali pa kirurško, kjer se jih doda 
neposredno na mesto okvare, običajno na biokompatibilnem celičnem nosilcu (Mardones in 
sod., 2016).  
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2.5.2 Bolezen presadka proti gostitelju GvHD 
 
MSC imajo terapevtske učinke v regenerativni medicini, zaviranju tumorjev in imunski 
regulaciji. MSC so sposobne  preprečitve in zdravljenja akutne bolezni zavrnitve presadka 
proti gostitelju (GvHD) (angl. Graft versus host desease) z modulacijo imunskega odziva in 
lahko v kombinaciji s transplantacijo hematopoetskih matičnih celic prispeva k rekonstituciji 
hematopoetskega tkiva. MSC lahko iz teh razlogov zagotovijo novo potencialno terapevtsko 
možnost (npr. presaditev, gensko zdravljenje) za različne bolezni, zlasti hematološke 
malignosti (De Luca in sod., 2017). 
 
Alogenska transplantacija hematopoetskih matičnih celic (HSCT) je možen način 
zdravljenja malignih in benignih oblik v krvnem sistemu, ki temelji na prejetju donorskih 
celic. Vendar pa se pri tej obliki zdravljenja lahko pojavi bolezen zavrnitve presadka proti 
gostitelju GvHD (Baron in sod., 2004 in Tabbara in sod., 2002). Ta se v akutni obliki pojavi 
v prvem letu po presaditvi in pogosto preraste v kronično fazo GvHD. 
 
Ta bolezen ima značilne tri stopnje razvoja: prva se imenuje »citokinska nevihta«, druga je 
celična aktivacija donorskih celic T prejemnikov in celic APC, tretja pa se imenuje 
efektorska stopnja, v katerem celice T poškodujejo gostiteljsko tkivo (Lazarus in sod., 1995). 
Najbolj prizadeta tkiva so koža, jetra in črevesna sluznica. Težava pri tej bolezni so poškodbe 
črevesja, kar privede do nastanka endotoksinov, preko katerih se poveča količina 
makrofagov, ki izločajo protivnetne citokine (Kuroiwa in sod., 2001). Da bi preprečili 
GVHD, je večina terapij osredotočenih na odstranitev donorskih celic T pred presaditvijo ali 
uporabo nespecifičnih imunosupresivnih zdravil, najbolj pogosti so kortikosteroidi. Zaradi 
svoje imunomodulatorne aktivnosti se vedno bolj uporabljajo tudi MSC. Te preprečujejo 
GVHD preko več mehanizmov, tako da supresirajo CD4+ in CD8+ T celične in B celično 
proliferacijo, inhibirajo produkcijo vnetnih citokinov in pospešijo indukcijo Tregs celic 
(Kuroiwa, 2001).
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3.1.1 Pripomočki in aparature 
 
Potrošni material: 
- brizge 1, 2, 5, 10, 20, 50 ml 
- igle 1, 2, 5, 10, 25, 50 ml 
- celična sita 40, 1,7 ml  
- nastavki za mikropipete 
- centrifugirke 15, 50 ml (Sarstedt) 
- gojilne posode 25, 75, 150, 175 cm2, gojilne plošče 636 cm2, gojilne plošče z 
dvojnim dnom 1272 cm2 
- filter za prenos celic 
- folija za shranjevanje filtra 
- kadička z ledom 
- plastične 5 in 1,5 ml centrifugirke 
- pasteurjeve pipete 
- plošče s 96 vdolbinami- 96 w (Thermo Fischer Scientific) 
- sistemi za zbiranje celic 
- steklenice 100, 250 ml 
 
Oprema: 
- avtomatske pipete 
- aparat za prenos celic na filter Perkin Elmer (FilterMate Harvester) 
- brezprašna komora Ehret 
- celični inkubator CO2 HERA cell 150i (Thermo Fischer Scientific) 
- centrifuga s hlajenjem 5804 R (Eppendorf) 
- grelec za centrifugirke 
- hladilnik, zamrzovalnik 
- inkubator (HERAtherm) 
- invertni mikroskop (Olympus) 
- invertni fluorescenčni mikroskop s kamero Eclipse Ti-S (Nikon) 
- kivete 
- merilec timidina Microbeta (angl. Microbeta microplate counters) 
- mikropipete 
- mikrovalovka 
- steklene čaše 
- sterilne škarje 
- sterilne pincete 
- števec celic Vi CELL XR 2.04 
- varilec folije 
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V preglednici 4 so popisane kemikalije, ki so bile uporabljene pri delu v laboratoriju. 
 
Preglednica 4: Seznam uporabljenih kemikalij 
Kemikalije Proizvajalec Kataloška številka 
















Gibco Life Technologies 16000-044 
Lympholyte® HISTOPAQUE 
 
Cedarlane CL 5015 
Trypsin 
 
SIGMA Life sciences T3924 
Thymidine-H³ 
 
Perkin Elmer 800-762-4000 
 
 
Preglednica 5: Seznam uporabljenih gojišč in dodatkov 
Gojišče/dodatek Proizvajalec Shranjevanje Kataloška številka 
MEM alpha; CE IVD, 





+2 do 8º C 
 
32561-029 (094) 
Trombocitni lizat (TL) 
 
ZTM (-80º C) / 
Heparin Braun B. Braun Mesulgen AG 
 
 RT G 1397 
RPMI 
 
Lonza +2 do 8º C 11835030 
FBS  
(fetal bovine serum) 
GIBCO Life Technologies -20º C 16000-044 
L- Glutamine (Glu) Sigma 
 
+2 do 8º C G8540 
Gentamicin Sigma- Aldrich 
 
+2 do 8º C G1397 
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3.2 IZOLACIJA IN PRIPRAVA MSC 
 
Priprava kompletnega gojišča DMEM α 
 
Preglednica 6: Sestava kompletnega gojišča MEM α 




+2 do 8 / 500 ml / 
Trombocitni lizat 
(TL) 




Heparin RT 5.000 IE /mL 210 µL 2 IE/ mL 
Gentamicin 
 
+2 do 8 50 mg /mL 526 µL 1 µL/ mL 
 
 
Priprava kostnega mozga 
 
Kostni mozeg (KM), ki smo ga pridobili na Zavodu za transfuzijsko medicino, smo shranili 
pri 2 do 8º C do 24 ur. V brezprašni komori smo ga nato s pipeto prenesli v 50 ml 
centrifugirko (do 10 ml v eno), dodali pufer DPBS, ogret na sobni temperaturi, do 30 ml. 
Suspenzijo smo prelili preko celičnega sita (100 µm) v svežo 50 ml centrifugirko. S pufrom 
smo dopolnili do oznake 30 ali 40 ml (odvisno od količine KM). V epico smo nato odvzeli 




Preostalo suspenzijo smo nato centrifugirali na 700 g, 10 minut, z najmanjšim pospeškom in 
zaviranjem, supernatant smo odpipetirali. Celice smo previdno resuspendirali v 2 ml pufra 
in dopolnili z gojiščem do 30 ml. Suspenzijo smo prelili v gojilno ploščo z dvojnim dnom in 
dolili še 250 ml (0,2 do 0,3 cm2 rastne površine) gojišča. Suspenzijo smo nato počasi 
enakomerno razporedili po površini. Ploščo smo označili in prenesli v celični inkubator 
CO2.
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Čez 3 dni se gojišče zamenja. Iz gojilne plošče smo gojišče izlili v odpadno posodo in prilili 
250 ml svežega gojišča. Ker so MSC adherentna kultura, se prilepijo na dno gojilne posode. 
Ploščo se nato vrne v inkubator CO2. Nato smo vsak dan pod mikroskopom spremljali rast 
celic. Ko prerastejo površino okrog 80 %, so zrele za precepljanje in nadaljnjo uporabo. Za 
poskuse so najbolj primerne celice od 1 - 4. pasaže 
 
 
Slika 1: Plošča za gojenje MSC z enojnim dnom, 150 ml gojišča MEM α 
 
3.2.1 Precepljanje celic 
 
Ko celice prerastejo površino približno 80 %, jih precepimo. Večino gojišča in gojilne 
posode smo odlili v odpadno posodo, nekaj pa ga prihranili (okoli 120 ml). Celice smo trikrat 
spirali s pufrom, po 40 ml (če imamo 20 ml komoro). Vsakič znova smo ga izlili v odpadno 
posodo. V gojilno ploščo smo nato prilili 60 ml (0,03 do 0,05 ml/cm2 rastne površine) 
raztopine tripsina. Pustili smo ga delovati približno 3 minute, da so se celice odlepile od 
podlage. Prilili smo prihranjeno staro gojišče (120 ml) in nato celično suspenzijo prenesli v 
4 centrifugirke po 50 ml. Sledilo je centrifugiranje na 400g, 7 minut, z največjim pospeškom 
in zaviranjem. Nato smo supernatant odlili, celice previdno resuspendirali v 5ml DPBS pufra 
in jih združili v eno 50 ml centrifugirko. Nato smo pripravili vzorec za štetje celic. Celice 
smo razdelili v dva dela, in sicer nekaj smo jih uporabili za nadaljnji poskus, nekaj pa jih 
nasadili v naslednjo pasažo. 
 
22 
Ciglar Z. Uvedba testa ... imunosupresivne funkcije mezenhimskih matičnih celic ... limfocitne reakcije. 




3.2.2 Štetje MSC z metodo Vi-CELL 
 
MSC iz kostnega mozga smo šteli avtomatično, z naparavo Vi-CELL XR (Beckman Coulter) 
Za to smo potrebovali kiveto, merilec Vi-CELL, pufer in program Vi-CELL. 
V kiveto somo dodali 475 µl pufra DPBS in 25 µL vzorca homogene celične suspenzije, v  




Slika 2: Aparat za avtomatizirano štetje celic (MSC iz kostnega mozga) Vi-CELL XR. Celična viabilnost se 
določi na osnovi barvanja z modrim barvilom tripan.
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3.3 PRIPRAVA PBMC 
 
Priprava gojišča cRPMI 
 
Preglednica 7: Sestava kompletnega gojišča cRPMI 
Gojišče  Shranjeno (º C) Koncentracija Količina Končna 
koncentracija 
RPMI 
                     
+2 do 8 / 500 mL / 
FBS 
 





+2 do 8 / 5 mL 1 % 




3.3.1 Izolacija in priprava PBMC iz »buffy coata«, trombocitne, levkocitne plasti 
 
Buffy coat (BC) je skoncentrirana suspenzija levkocitov in trombocitov, vmes pa je  prisotnih 
še nekaj eritrocitov in granulocitov, zato izgleda kot polna kri. Na Zavodu za transfuzijsko 
medicino smo iz dveh vrečk BC sočasno izolirali celice PBMC dveh različnih darovalcev. 
Vsako posebej smo sterilno pretočili v 250 ml stekleničko in z DPBS dopolnili do oznake 
100 ml. Pred tem smo za vsak krvni vzorec pripravili po štiri 50 ml centrifugirke, v katere 
smo dodali 11,5 ml Lympholyta®-H, polisaharidne raztopine na osnovi fikola ter 1 ml DPBS 
pufra. Centrifugirke smo nato segreli v kopeli za centrifugirke. Mešanica Lympholyta in 
DPBS omogoča ločitev plasti BC. 
 
Ko so se centrifugirke segrele, smo počasi, z najmanjšim curkom v vsako centrifugirko na 
fazo Lympholyta dodajali 25 ml BC, razredčenega z DPBS. Ko smo pripravili vse štiri 
centrifugirke, je sledilo prvo centrifugiranje na 950 g, 15 min, na najmanjšem možnem 
pospešku in zaviranju (1,1 RT). Prvo centrifugiranje nam je omogočilo, da so se eritrociti 
hitreje posedli. Po centrifugiranju so se nahajali v peletu na dnu centrifugirke, kjer so se po 
ločevanju nahajali tudi granulociti. Limfociti, monociti in trombociti pa niso imeli dovolj 
velike gostote, da bi penetrirali v plast Lympholyta, zato so se po ločevanju nahajali na meji 
med plazmo in lympholytno fazo. Vidni so bili kot bel obroček (GE Healthcare, 2014). Nato 
smo s pipeto limfocite, monocite in trobocite pobrali iz dveh 50 ml centrifugirk v eno, z 
DPBS dopolnili do oznake 50 ml in nato zopet centrifugirali na 660 g, 10 minut, tokrat z 
največjim pospeškom in zaviranjem (5,5 RT). Po 10 minutah smo supernatant zopet zavrgli, 
pelet resuspendirali in dopolnili do oznake 50 ml. Sledilo je centrifugiranje na 300 g, 10 
minut, največji pospešek in zaviranje (5,5 RT). Postopek zadnjega centrifugiranja smo nato 
ponovili še dvakrat. S spiranjem MNC, mononuklearnih celic, smo odstranili trombocite ter 
ostanke plazme in Lympholyta.  
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Po zadnjem centrifugiranju smo supernatant odlili, celice resuspendirali v 10 ml DPBS pufra 
in jih prešteli. Celice so bile pripravljene za nadaljno uporabo. 
 
 
Slika 3: Prikaz postopka izolacije PBMC iz BC. 1) Kri v aferezi 2) BC razredčen z DPBS v steklenički 3) 




Slika 4: Prikaz ločevanja celic na Lympholytu po prvem in drugem centrifugiranju. 
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Slika 5: Izolacija PBMC z gradientnim centrifugiranjem na Lympholytu in prikaz posameznih komponent. 
Plazma in trombociti 
PBMC 
Lympoholyte® H 
Granulociti in eritrociti 
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3.3.2 Štetje PBMC z metodo Vi-CELL 
 
Tako kot MSC, smo tudi celice PBMC šteli avtomatično, z naparavo Vi-CELL XR. 
Potrebovali smo kiveto, merilec Vi-CELL, pufer in program Vi-CELL. 
V kiveto smo dodali 475 µl pufra DPBS in 25 µL vzorca homogene celične suspenzije, torej 




Slika 6: Prikaz avtomatskega štetja celic PBMC z aparaturo Vi-CELL XR na podlagi barvila tripan modro. 
Celice označene z zeleno barvo (neobarvane celice) so žive, celice označene z rdečo (neobarvane) so mrtve. 
 
3.3.3 Obsevanje celic z ionizirajočimi žarki 
 
Po izolaciji smo MSC vsakič obsevali z ionizirajočimi žarki v jakosti 30 Gy. Predhodno smo 
preizkusili doze obsevanja, 30 Gy, 35 Gy in 40 Gy, vendar ugotovili, da ni bilo nobene 
razlike. Bistvo delovanja ionizirajočih žarkov je povzročitev okvare genetskega zapisa 
celice, s čimer se ji onemogoči delitev, proliferacijo (Onkološki inštitut Ljubljana, 2018). Če 
MSC ne bi obsevali, bi z merilcem izmerili tudi njihovo proliferacijo. Za rezultate 
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V poskusu smo imeli dvoje različne PBMC celice, stimulatorje in odzivnike. Na začetku 
poskusov smo stimulatorje tudi obsevali, da bi preprečili njihovo proliferacijo in s tem 
vendar smo to metodo kasneje opustili, saj ni bilo razlike. Torej  pri vseh poskusih v 
magistrski nalogi stimulatorjev nismo obsevali. 
 
3.3.4 Zamrzovanje PBMC za nadaljnjo uporabo 
 
Poleg sveže izoliranih PBMC smo jih tudi nekaj zamrznili za uporabo pri poskusu. Za primer 
zamrzovanja 14 vial smo pripravili skupni volumen 28 ml zamrzovalne raztopine in celic. V 
vsaki viali je bil volumen 2 ml; 1 ml celic ter 1 ml zamrzovalne raztopine. 
Celice smo v polovični količini gojišča (glede na število vial, 14 ml) v 50 mlc postavili v 
ledeno kopel. Prav tako smo v ledeno kopel postavili tudi zamrzovalno raztopino sestavljeno 
iz 20 % DMSO, 30 % FBS ter cRPMI gojišča. Vse skupaj smo 15 minut inkubirali v 
hladilniku na + 4 stopinje Celzija. V tem času smo pripravili 14 vial, jih ustrezno označili z 
datumom in številom celic ter jih v zamrznjenem podstavku ohladili na – 20º C. Po inkubaciji 
celic in zamrzovalne raztopine, smo s pasteurjevo pipeto celični suspenziji počasi, po 
kapljicah dodajali zamrzovalno raztopino. Na koncu smo po 2 ml skupne raztopine 
razpipetirali v 14 ohlajenih vial in postavili v zamrzovalnik na – 80º C. Količino celic smo 
računali po enačbi 1. 
 
          V1 =
c1
c2




V1     volumen celične suspenzije v vsaki viali (ml) 
c1      koncentracija celic v vsaki viali (celic/ml) 
c2      koncentracija celokupnih celic v 1 ml 
V2     1 ml (koncentracija celic v volumnu 1 ml) 
 
 
Za 14 vial smo potrebovali: 4,68 mL suspenzije celic, do skupnega volumna 14 ml, smo 
dodali še 7 mL cRPMI gojišča. 
 
Preglednica 8: Sestava raztopine za zamrzovanje PBMC 
Komponenta Delež (%) Volumen (mL) 
DMSO 20 2,8 
FBS 30 4,2 
cRPMI 50 7 
skupno 100 14 
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3.4 DOLOČANJE IMUNOSUPRESIVNEGA TESTA 
 
3.4.1 Nanos vzorcev 
 
Za poskus, ki smo ga izvedli smo uporabili četrto pasažo MSC X (oznaka MSC). V ploščo 
z 96 luknjicami smo nasadili različno število MSC (preglednica 9). V luknjice, kjer se je 
izvedel test, vrstice od D do H, smo najprej v koncentracijah 2 x 10⁴, 4 x 10⁴, 6 x 10⁴, 8 x 
10⁴ in 10⁵ napipetirali raztopino z MSC. Te smo obsevali z 30 Gy, da smo preprečili 
proliferacijo celic. Poleg testa pa smo MSC uporabili za kontrolo, obsevane, vrstica D in 
neobsevane, vrstica C. 
Posamezni količini MSC smo nato dodali sveže izolirane, neobsevane stimulatorje prvega 
donorja (PBMC 1) in neobsevane responderje drugega donorja (PBMC 2). V vsako luknjico 
smo dodali 2 x 10⁵ celic vsakega donorja. Prav tako pa smo naredili kontroli, po pet 
ponovitev vsakega donorja brez MSC, vrstica B. Napravili pa smo tudi kontrolo obojih 
PBMC skupaj, vrstica C. 
Nato je sledila štiridnevna inkubacija v inkubatorju na 37º C, dodatek timidina, in nato po 
16 urah merjenje.
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Preglednica 9: Imunosupresivni test, plošča s 96 luknjami, z X so označena s celicami zapolnjena mesta 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

























 X  X  X  X  X       
F MSC 
6x10⁴ 
 X  X  X  X  X       
G MSC 
8x10⁴ 
 X  X  X  X  X       
H MSC 
10⁵ 





Četrti dan po nanosu vzorcev (približno 16 ur pred merjenjem) smo dodali timidin. Pripravili 
smo ga v skupni raztopini s cRPMI, za vse luknjice skupaj. Za vsako luknjico smo pripravili 
1 µL timidina v 20 µL gojišča cRPMI. 3H (»tritiated thymidine«) je radioaktivno označen 
nukleozid, ki se vgradi v DNA celice, na ta način preko izmerjenega sevanja ugotovimo 
proliferacijo celic. Timidin v scintilacijski tekočini, v katero je namočen filter povzroči 
odziv. Merimo število števkov na minuto (angl. counts per minute). Iz količine števkov 
sklepamo na proliferacijo, torej več števkov je več delitev.
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Priprava vzorcev in merjenje timidina 
 
Po 16-urni inkubaciji od dodatka timidina smo vzorce iz 96w plošče z aparatom za prenos 
celic (slika 7) prenesli na filter papir, ki smo ga nato posušili v mikrovalovni pečici in ovili 
v folijo. Dodali smo 6,6 ml Betaplate scint raztopine in folijo zvarili na vseh straneh, da je 
nastala zaprta vrečka. Vložili smo jo v plastični okvir (slika 8) in skupaj z njim vstavili v 
aparat za merjenje timidina. V programu MicroBeta smo nastavili polna mesta na ploščici in  




Slika 7: Aparat za prenos celic na filter.                         Slika 8: Vrečka z vzorci v plastičnem okvirju.
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3.5 DOLOČANJE IMUNOSUPRESIVNEGA TESTA 
 
Za statististično obdelavo rezultatov smo uporabili program Excel. Preverili smo standardne 
odklone, za primerjavo pa nato uporabili Studentov t-test. Rezultate, ki so se med seboj 
statistično razlikovali (p > 0,05), smo označili z zvezdico (*). Ostalo označevanje je 
prikazanov preglednici 10.  Za risanje grafov smo uporabili program GraphPad Prism 7.04. 
 
Preglednica 10: Statistična značilnost, p vrednost 
 
p - vrednost (statistčno 
značilno) 
 




p > 0,05 
 




p ≤ 0,05 
 




p ≤ 0,01 
 




p ≤ 0,001 
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4.1 PRIMARNA KULTURA MSC IZ KOSTNEGA MOZGA 
 
Pri izolaciji kostnega mozga smo dobili približno 260*10⁶ vseh celic, ki so prisotne v njem. 
 
 
Slika 9: 1. menjava gojišča, pasaža 0, 10-kratna povečava. 
                                                                            
                                                                                        
Slika 10: 2. nasajanje MSC, menjava gojišča, pasaža 0, levo 10-kratna povečava, desno 20-kratna povečava.  
 
   
Slika 11: Nasajanje MSC, levo 1. pasaža, desno 2. pasaža, 20-kratna povečava, dan  7.
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Slika 12: Nasajanje MSC, 3. pasaža, 20-kratna povečava, dan 7. 
 
Celice smo precepili, ko so dosegle 80 - 90 % preraščenost (konfluentnost). Z vsako menjavo 
medija (slika 10) smo opazili manj okroglih celic, tistih, ki niso bile pritrjene na podlago. To 
so ponavadi hematopoetske matične celice ali druge mononuklearne celice, ki se s spiranjem 
odstranijo. Najbolj gosto in hitro preraščanje MSC je po 1. in 2. pasaži, zato so te celice 
najbolj primerne za poskus (slika 11). Tu skoraj ni več prisotnih drugih celic. Nasajali smo 
jih v gojilne stekleničke 750 ml, po 0,6 x 10⁶ celic ali v gojilne plošče. 
 
 
4.2 KULTURA PBMC 
 
 
Slika 13: Izolacija PBMC, 20-kratna povečava, dan 1. 
 
Iz BC sveže izolirane celice PBMC, svetlo obarvane so žive, temno obarvane pa mrtve 
celice (slika 13).
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4.3 T CELIČNA PROLIFERACIJA 
 


























































































Glavni namen magistrske naloge je bil dokazati zmožnost MSC, da inhbirajo T-celično 
proliferacijo v MLR (mešani limfocitni reakciji). V petih neodvisnih vzorcih so MSC 
inhibirale aloantigensko-inducirano T-celično proliferacijo.
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Slika 14: Predstavlja inhibitorno zmožnost na T-celično proliferacijo v MLR (mešani limfocitni reakciji). 
PBMC celicam (4x10^5) je dodana različna količina obsevanih MSC celic (2x10⁴, 4x10⁴, 6x10⁴, 8x10⁴ in 10⁵). 
Poskusi so bili napravljeni v 5 ponovitvah. Podatki so izraženi v odstotkih (100 % proliferacija je v odsotnosti 
MSC; torej le PBMC).  
 
 
Proliferacija z višjim številom MSC, pada, kar prikazujeta preglednica 11 in slika 14. 100 % 
proliferacijo prikazuje moder graf, ki vsebuje samo podatke PBMC celic, dveh različnih 
donorjev, brez dodanih MSC. Drugi, črni graf prikazuje MLR, mešano limfocitno rekacijo, 
pri različni količini MSC. Najvišja povprečna proliferacja je pri številu celic 2 x 10⁴, ki se je 
zaradi premajhne količine MSC celo povečala nad 100 % vrednostjo (110,27 ± 23,2 %), kar 
pomeni, da je bilo premalo MSC, da bi prišlo do inhibicije PBMC celic. Že z naslednjim, 
večjim številom MSC, 4 x 10⁴, je proliferacija padla (78,55 ± 24,09 %). Z vsako naslednjo 
količino, 6 x 10⁴ (54,93 ± 12,92 %),  8 x 10⁴ (23,78 ± 7,71 %)  in 10⁵ (21,83 ± 1,89 %) je 
proliferacija enakomerno padala. Poskusi so bili napravljeni v petih ponovitvah in največji 
padec proliferacije smo zaznali pri največji uporabljeni količini MSC, ki je znašala 10⁵. Če 
bi uporabili še večje število MSC, na primer 10⁶, bi že lahko prišlo do kontaktne inhibicije 
v plošči in ne bi dobili relevantnih rezultatov.
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PBMC 10⁵ 36794,8 5032,195 / / 
MSC v 
MLR 2x10⁴ 40573,2 8082,904 ns 0,45459 
MSC v 
MLR 4x10⁴ 28902,2 4601,773 * 0,049561 
MSC v 
MLR 6x10⁴ 15542,89 1629,686 ** 0,001716 
MSC v 
MLR 8x10⁴ 9707,5 2495,588 *** 7,24E-05 
MSC v 
MLR 10⁵ 8032,2 1228,649 *** 0,0002 
 
 
1 :2 0 1 :1 0 1 :6 ,7 1 :5 1 :4 P BM C
0
2 0 0 0 0
4 0 0 0 0
6 0 0 0 0
























* * * * * *
 
Slika 15: Inhibitorni vpliv različne količine MSC na PBMC. Vrednosti prikazujejo količino vgrajenega timidina 
pri posameznih razmerjih med številom MSC in PBMC. Uporabili smo Studentov t–test, *p < 0,05, **p < 0,01 
in ***p < 0,001 za primerjavo s kontrolnim vzorcem PBMC. 
 
Slika 15 prikazuje razmerje med vrednostjo količine vgrajenega timidina (cpm) ter 
posameznimi razmerji med MSC in PBMC celicami. »Counts per minute«, torej števki na 
minuto, so števki scintilacijskega števila. Preko njih se meri količina vgrajenega 
radioaktivnega timidina, ki povzroči odziv v scintilacijski tekočini. Iz števkov pa sklepamo 
na proliferacijo. Torej več je števkov, višja je proliferacija.
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Manjše kot je razmerje med PBMC in MSC, manjša je količina vgrajenega timidina, torej 
manjše je število števkov. Ta podatek lahko razberemo iz slike 15. Statistično primerjavo 
smo naredili v primerjavi s PBMC, kjer je najvišja vrednost količine vgrajenega timidina, in 
sicer 36794,8 ± 5032,195 cpm. Pri prvem razmerju MLR, 1:20, je količina timidina narasla 
nad maksimalno vrednost (kjer so samo PBMC), 40573,2 ± 8082, kar pomeni, da je razmerje 
med MSC in PBMC preveliko. Število MSC je bilo premajhno, da bi inhibirali proliferacijo 
celic PBMC. Vrednost tako ni statistično značilna. Že pri naslednjem razmerju 1:10, je 
vrednost vgrajenega timidina padla na 28902,2 ± 4601,773 cpm. Ta vrednost je statistično 
značilna (p ≤ 0,05). Pri razmerju 1:6,7 je vrednost še naprej padala, 15542,89 ± 1629, 686 
cpm, in je tudi statistično v primerjavi s samimi PBMC še bolj statistično značilna (p ≤ 0,01). 
Zadnji dve razmerji 1:5 in 1:4 sta statistično najbolj značilni (p ≤ 0,001), in sicer pri prvem 
znaša količina vgrajenega timidna 9707,5 ± 2495, 588 cpm, pri drugem pa 8032,2 ± 
1228,649 cpm.  
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Slika 16: Primerjava količine vgrajenega radioaktivnega timidina v MSC in PBMC. 
 
V samih celicah PBMC je prisotna mnogo večja količina vgrajenega timidina, kot v samih 
MSC celicah, kar prikazuje slika 16.
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Slika 17: Prikaz razlike v količini vgrajenega radioaktivnega timidina pri neobsevanih in obsevanih MSC. 
Meritev je potekala peti dan, na petih ponovitvah. 
 
Po petih dneh imajo neobsevane MSC večjo količino vgrajenega radioaktivnega timidina, 
755,5 ± 112,28 cpm, kot obsevane MSC, 353,5 ± 60,45 cpm. Torej, kaže na to, da imajo 
neobsevane MSC višjo proliferacijo, kot obsevane MSC. To pa je razvidno iz slike 17, saj 
imamo pri neobsevanih MSC več števkov na minuto (več cpm). S tem dokažemo, da 
obsevanje celic zavre proliferacijo.
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Mezenhimske matične celice MSC, ki smo jih izolirali iz kostnega mozga, so kompaktne, 
vretenaste celice z orientirano rastjo (Jackson in sod., 2007). Ker imajo to zmožnost, da se 
prilepijo na podlago, jih je preprosto osamiti iz vzorca kostnega mozga in naprej namnožiti 
za klinično uporabo (Rožman in sod., 2007). Pred nasajanjem smo odstranili odpadno 
gojišče, v katerem so bile nepritrjene celice (eritrociti ...), MSC pa so ostale pritrjene na dno 
gojilne posode. S postopkom tripsinizacije smo jih odlepili in nasadili v gojilne posode. MSC 
smo gojili v gojilnih stekleničkah ali gojilnih ploščah. Ko so celice dosegle 80 % 
konfluentnost, smo jih presadili. V zgodnjih pasažah MSC kažejo spremembe, ki so 
povezane s senescenco, npr. slabša sposobnost proliferacije in spremembe v morfologiji (R 
in D Systems, 2017). Najnovejše študije kažejo, da je kontaktna inhibicija, prenasičenost 
površine s celicami, posebna oblika zaustavljanja celičnega cikla. Ko celice dosežejo visoko 
konfluentnost, se celični cikel lahko ustavi za nekaj časa, če pa jih presadimo naprej, se 
proliferacija ponovno aktivira (Leonieva in sod., 2014). Za poskus so najbolj primerne celice 
od 1. do 4. pasaže, kajti višja kot je pasaža, starejše so in manj učinkovite, dobimo pa tudi 
manj celic. Za poskus smo MSC pred nanosom na 96w ploščo vedno obsevali, saj smo tako 
preprečili njihovo proliferacijo. To smo dokazali s tem, da smo na ploščo istočasno dodali 
pet vzorcev obsevanih MSC in pet vzorcev neobsevanih MSC in dodali timidin ter po petih 
dneh izmerili količino vgrajenega timidina v celice. Ker preko njegove vgrajene količine 
sklepamo na proliferacijo celic (cpm), smo ugotovili, da je ta vrednost pri neobsevanih MSC 
višja, 755,5 ± 112,28 cpm, kot pri obsevanih, ki je 353,5 ± 60,45 cpm. S tem smo torej 
dokazali, da z obsevanjem 30 Gy zmanjšamo proliferacijo celic. Prav tako smo pred poskusi 
preizkušali različne doze obsevanja, 30, 35 in 40 Gy, vendar prišli do ugotovitve, da večja 
doza ne pomeni nobene razlike v proliferaciji. Tako smo vse poskuse, ki smo jih uporabili 
za analize pripravljali z  MSC, obsevanimi z radioaktivnim sevanjem 30 Gy. 
 
Limfociti (limfociti T, B in NK) zavzemajo kar 70 % celic PBMC (Abbas in Lichtman,  
2007). PBMC smo izolirali iz »buffy coata«, dela produkta polne krvi, ki vsebuje poleg 
levkocitov in trombocitov tudi nekaj eritrocitov in granulocitov. Z gradientnim 
centrifugiranjem smo na polisaharidnem mediju na osnovi fikola, imenovanem Lympholyte, 
plasti te krvi ločili in iz nje izolirali celice PBMC. V vsakem poskusu smo celice izolirali iz 
dveh različnih donorjev, kjer smo ene uporabili za stimulatorje in druge za odzivnike. Prvih 
nekaj poskusov smo stimulatorje obsevali s 30 Gy, da smo preprečili njihovo proliferacijo 
in izmerili le proliferacijo responderjev. Prav tako smo obe vrsti tudi zamrznili za nadaljnje 
poskuse, vendar se metoda z zamrznjenimi in obsevanimi PBMC ni izkazala za učinkovito. 
Odmrznjene celice so bile premalo aktivne, dobili smo zelo neprimerne rezultate, torej 
prenizke vrednosti. V povprečju so bile nižje od 5000 cpm, kar je običajna vrednost 
proliferacije ob dodatku višjega števila MSC. Poskuse z zamrznjenimi celicami nismo 
uporabili za analizo.  
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Po nekaj neuspelih poskusih z zamrznjenimi celicami, smo nato vedno izolirali sveže PBMC 
iz BC. Po štetju z smo jih po 10⁵ takoj nanesli na gojilno 96 w ploščo. Vrednosti kontrole 
samih PBMC so se takoj povišale na normalno stopnjo, proliferacija je znašala v povprečju 
okrog 60 000 cpm. Prav tako smo ugotovili, da ni nobene razlike v poteku poskusa, če tudi 
eno vrsto svežih PBMC, stimulatorje, obsevamo. Rezultati so bili v obeh primerih enaki. 
Poskuse smo nato delali ves čas s sveže pripravljenimi neobsevanimi PBMC, dveh različnih 
donorjev. Iz tega smo dobili mešano limfocitno reakcijo, v kateri je potekala alogenska 
imunska stimulacija. 
 
Imunosupresija pomeni zaviranje normalnega delovanja imunskega sistema. V terapevske 
namene jo lahko dosežemo z imunosupresivnimi zdravili. To so snovi, ki zavirajo 
proliferacijo limfocitov in efektorsko fazo imunskega odgovora (Štempelj in sod., 2003). V 
naši magistrski nalogi so glavni imunosupresivni dejavnik celice MSC, izolirane iz kostnega 
mozga. MSC imajo inhibitorno zmožnost na T-celično in NK-celično proliferacijo. Kako 
proliferacija teh celic pada, smo dokazali z različnim številom MSC. V poskusu smo 
uporabili po pet ponovitev različne količine MSC, 2 x 10⁴, 4 x 10⁴, 6 x 10⁴, 8 x 10⁴ in 10⁵ 
ter jih dodali v luknjico celicam PBMC, viru imunskih celic, 10⁵ enega in 10⁵ drugega 
donorja. Slika 14 prikazuje, da z višjim številom MSC proliferacija pada, kar pomeni večjo 
učinkovitost inhibicije PBMC. 
 
Količina timidina, ki prikazuje najbolj optimalno proliferacijo je pri številu 10⁵ PBMC in 
znaša 8032,2 ± 1228,649 cpm. To je skoraj za polovico manj kot pri kontroli samih PBMC. 
Število 10⁵, je optimalno tudi s tega vidika, saj bi večja količina MSC lahko povzročila 
prenasičenost v luknjicah, kar bi pripeljalo do kontaktne inhibicije, ta pa bi vodila v 
odmiranje celic. V praktičnem delu magistrske smo pripravili okrog pet relevantnih 
poskusov, v katerih smo dobili zelo podobne rezultate. Vseh pet poskusov smo pripravili s 
sveže izoliranimi celicami PBMC, nobenih pa nismo v teh petih poskusih obsevali. 
Proliferacija PBMC je pri vseh enakomerno padala, najbolj optimalen rezultat pa je bil 
vedno, kadar smo uporabili 10⁵ MSC.
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V okviru magistrske naloge smo prišli do naslednjih sklepov: 
• Optimalno število celic za imunosupresivni odziv je 10⁵ MSC, ob podatku, da imamo 
dvojne PBMC, različnih donorjev, po 10⁵ vsakih. 
 
• Z obsevanjem MSC zavremo njihovo proliferacijo, rezultati so enaki ne glede na dozo 
obsevanja na intervalu 30 Gy, 35 Gy, 40 Gy, torej 30 Gy je povsem primerna. 
 
• Višja kot je pasaža manj celic dobimo za poskus, najbolj optimalne pasaže za poskus so 
od prve do četrte.
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Mezenhimske matične celice MSC, so običajno iz kostnega mozga izolirane multipotentne 
matične celice, ki so zaradi svojih lastnosti pomembne v kliničnih aplikacijah. MSC so 
adherentna kultura, sposobna samoobnavljanja, diferenciacijo v kostne, maščobne in 
hrustančne celice ter imajo imunoregulatorne učinke. Imunoregulatornost  jim omogočajo 
ključne biomolekule, prostalglandin (PGE2), transformirajoči rastni faktor β1 (TGF-β1), 
indoleamin 2,3-dioksigenaza (IDO), hepatocitni rastni faktor (HGF) in interlevkina IL-6 in 
IL-10. MSC se uporabljajo v regenerativni medicini za zdravljenje tkiv, ki se sama po sebi 
težko obnavljajo (hrustanec) in tistih, ki imajo prizadeto sposobnost celjenja zaradi kroničnih 
dejavnikov. Poleg tega pa imajo MSC ključno vlogo pri zdravljenju avtoimunskih bolezni, 
primer multipla skleroza in pri zapletih kot je bolezen presadka proti gostitelju GvHD, ki se 
lahko pojavi po avtologni transplataciji tkiva. Bistvo te bolezni je, da imunske celice 
darovalca napadejo prejemnikove celice 
 
V magistrski nalogi smo ugotavljali primerno količino MSC, ki inhibira aktivacijo imunskih 
celic v mešani limfocitni reakciji, v smislu celične proliferacije. Imunske celice PBMC smo 
izolirali iz sveže komponente polne krvi, ki vsebuje levkocite in trombocite (buffy coat), 
dveh različnih donojev, torej dveh različnih virov limfocitov. Iz tega smo napravili mešano 
limfocitno reakcijo, ki smo ji dodali po pet različnih koncentracij MSC in izmerili 
proliferacijo. MSC smo pred nanosom na ploščo tudi obsevali z dozo 30 Gy in s tem 
preprečili njihovo proliferacijo. Merili smo količino radioaktivnega timidina, ki se je vgradil 
v proliferajoče PBMC. Na podlagi tega smo sklepali na proliferacijo in ugotovili, da je bilo 
najbolj primerno število celic 10⁵ MSC, saj je bila tu največja inhibicija. Če bi vzeli še večjo 
količino, bi bilo v plošči preveliko število celic, kar bi lahko povzročilo kontaktno inhibicijo, 
s tem pa odmiranje celic. MSC so inhibirale imunske celice premosorazmerno glede na svojo 
količino. Krivulja grafa proliferacije je zato enakomerno padala. 
 








Ciglar Z. Uvedba testa ... imunosupresivne funkcije mezenhimskih matičnih celic ... limfocitne reakcije. 







Abbas A. K., Lichtman A. H. 2007. Basic immunology: functions and disorders of the  
immune system. 2. izd. USA, Saunders: 336 str. 
 
Akdis M., Palomares O., van de Veen W. 2012. TH17 and TH2 cells: a confusion of  
antimicrobial response with tissue inflammation versus protection. Journal of Allergy 
Clinical Immunology, 129:1438–1449 
 
Amorin B., Alegretti A. P., Valim V., Pezzi A., Laureano A. M.,  Lima da Silva A.  
M.,  Wieck A., Silla L. 2014.  Mesenchymal stem cell therapy and acute graft-versus-host    
disease: a review. Human Cell, 27, 4: 137–150 
 
Augello A., Tasso R., Negrini S. M. 2005. Bone marrow mesenchymal progenitor cells   
inhibit lymphocyte proliferation by activation of the programmed death pathway. 
European Journal of Immunology, 5, 35: 1482-1490 
 
Banfi A., Muraglia A., Dozin B., Mastrogiacomo M., Cancedda R., Quarto R. 2000.  
Proliferation kinetics and differentiation potential of ex vivo expanded human bone 
marrow stromal cells: implications for their use in cell therapy. Experimental 
Hematology, 28: 707-715 
 
Baron F., Baker J. E., Storb R., Gooley T. A., Sandmaier B. M. , Maris M. B. 2004. Kinetics  
of engraftment in patients with hematologic malignancies given allogeneic hematopoietic 
cell transplantation after nonmyeloablative conditioning. Blood, 104, 8: 2254–2262 
 
Bernard A., Boumsell L. 1984. Human leukocyte differentiation antigens. La Presse  
Medicale, 13, 38: 2311-2316 
 
Bianco P., Robey, G. P. 2000. Marrow stromal stem cells. Journal of Clinical Investigation,  
105: 1663-1668 
 
Bieback K., Kern S., Kluter H., Eichler H. 2004. Critical parameters for the isolation of  
mesenchymal stem cells from umbilical cord blood. Stem Cells, 22: 625-634 
 
Caplan A. I. 1991. Mesenchymal stem cells. Journal of Orthopaedics Research, 9: 641-650 
 




Charbord P. 2010. Bone marrow mesenchymal stem cells: historical overview and concepts.  






Ciglar Z. Uvedba testa ... imunosupresivne funkcije mezenhimskih matičnih celic ... limfocitne reakcije. 





Choi Y. S., Jeong J. A., Lim D. S. 2012. Mesenchymal stem cell-mediated immature  
dendritic cells induce regulatory T cell-based immunosuppressive effect. Immunological  
investigations, 41: 214-229 
 
Coico R., Sunshine G., Benjamini E. 2003. Imunnology: a short course. 5. izd. New Jersey,  
John Wiley & Sons Inc.: 361 str. 
 
Corcione A., Benvenuto F., Ferretti E. 2006. Human mesenchymal stem cells modulate B- 
cell functions. Blood, 107: 367-372 
 
Crotty S. 2011. Follicular helper CD4 T cells (TFH). Annual Review of Immunology, 29:   
621–663  
 
Dazzi F., Marelli-Berg F. M. 2008. Mesenchymal stem cells for graft-versus-host disease:  
close encounters with T cells. European Journal of Immunology, 38: 1479-1482 
 
De Luca L., Laurenzana I., Lamorte D., Caivano A., Del Vecchio L., Musto P. 2017.  
Mesenchymal stem cell derived extracellular vesicles: A role in hematopoietis 
transplantation. International Journal of Molecular Sciences, 18, 5: 1022, 
doi:10.3390/ijms18051022: 17 str. 
 
Dennis J. E., Merriam A., Awadallah A., Yoo J. U., Johnstone B., Caplan A. I. 1999. A  
quadripotential mesenchymal progenitor cell isolated from the marrow of an adult mouse. 
Journal of Bone and Mineral Research, 14, 5: 700-709 
 
Di Ianni M., Del Papa B., De Ioanni M. 2008. Mesenchymal cells recruit and regulate T  
regulatory cells. Experimental Hematology, 36: 309-318 
 
Di Nicola M., Carlo-Stella C., Magni M. 2002. Human bone marrow stromal cells suppress  
T-lymphocyte proliferation induced by cellular or nonspecific mitogenic stimuli.  
Blood, 99: 3838-3843 
 




Dominici M., Le Blanc K., Mueller I. 2006. Minimal criteria for defining multipotent  
mesenchymal stromal cells. The International Society for Cellular Therapy position  
statement. Cytotherapy, 8, 4: 315–317 
 
Dulamea A. 2015. Mesenchymal stem cells in multiple sclerosis- translation to clinical trials.  
Journal of Medicine and Life, 8,1: 24-27 
 
English K., French A., Wood K. J. 2010. Mesenchymal stromal cells: facilitators of  




Ciglar Z. Uvedba testa ... imunosupresivne funkcije mezenhimskih matičnih celic ... limfocitne reakcije. 





Faustman D., Davis M. 2010. TNF receptor 2 pathway: drug target for autoimmune diseases. 
Nature Drug Discovery, 9, 6: 482-493 
 
Friedenstein A. J., Chailakhjan R. K., Lalykina K. S. 1970. The development of fibroblast  
colonies in monolayer cultures of guinea-pig bone marrow and spleen cells. Cell  
Tissue Kinetics, 3: 393-403 
 
Fukada S., Ma Y., Uezumi A. 2014. Adult stem cells and mesenchymal progenitor theories  
of aging. Cell and Developmental Biology, 2: 1-9 
 
Gang E. J., Hong S. H., Kim S. W., Yang I. H., Ahn C., Han H., Kim H. 2004. In vitro  
mesengenic potential of human umbilical cord blood-derived mesenchymal stem  
cells. Biochemical and Biophysical Research Communications, 321: 102-108 
 
Garcia-Olmo D., Herreros D., Pascual I, Pascual JA, Del-Valle E., Zorilla J., De-La- 
Quintana P., Garcia-Arranz M., Pascual M. 2009. Expanded adipose-derived stem  
cells for the treatment of complex perianal fistula: a phase II clinical trial. Dis Colon 
Rectum, 52: 79-86        
 
Glenn J. D. 2016. Mesenchymal stem cells: emerging mechanisms of immunomodulation  
and therapy. World Journal of Stem Cells, 6: 526-539 
 
Glennie S., Soeiro I., Dyson P. J., Lam E. W., Dazzi F. 2005. Bone marrow mesenchymal  
stem cells induce division arrest anergy of activated T cells. Blood, 105: 2821-2827 
 
Gonzalez M. A., Gonzalez-Rey E., Rico L., Büscher D., Delgado M. 2009. Treatment of  
experimental arthritis by inducing immune tolerance with human adipose-derived  
mesenchymal stem cells. Arthritis Rheum, 60: 1006-1019  
 
Gonzalez-Rey E., Gonzalez M. A., Varela N., O' valle F., Hernandez- Cortes P., Rico L.,  
Büscher D., Delgado M. 2010. Huuman adipose-derived mesenchymal stem cells 
reduce inflammatory and T cell responses and induce regulatory T cells in vitro in 
rheumatoid arthritis. Annals of Rheumatic Diseases 69: 241-248 
 
Humphreys B. D., Bonventre J. V. 2008. Mesenchymal stem cells in acute kidney injury.  
Annual Review of Medicine, 59: 311-325 
 
Hass R., Kasper C., Bohm S., Jacobs R. 2011. Different populations and sources of human  
mesenchymal stem cells (MSC): A comparison of adult and neonatal tissue-derived 
MSC. Cell Communication and Signaling, 14, 9: 12 str. 
 
Izadpanah R., Trygg C., Patel B. 2006. Biologic properties of mesenchymal stem cells  






Ciglar Z. Uvedba testa ... imunosupresivne funkcije mezenhimskih matičnih celic ... limfocitne reakcije. 





Jackson L., Jones D.R., Scotting P., Sottile V. 2007. Adult mesenchymal stem cells:  
differentiation potential and therapeutic applications. Journal of  Postgraduate Medicine, 
53, 2: 121-127 
 
Jayne D., Passweg J., Marmont A., Farge D., Zhao X., Arnold R., Hiepe F., Lisukov I.,  
Musso M., Ou-Yang J., Marsh J., Wulffraat N., Besalduch J., Bingham S. J., Emery P.,   
Brune M., Fassas A., Faulkner L., Ferster A., Fiehn C., Fouillard L.,  Geromin A., Greinix 
H., Rabusin M., Saccardi R., Schneider P., Zintl  F., Gratwohl  A., Tyndall A. 2004. 
Autologous stem cell transplantation for systemic lupus erythematosus. Lupus, 13: 168-
176  
 
Jeras M. 2004. Vpliv tkivne (ne)skladnosti pri transplantaciji krvotvornih matičnih celic iz  
popkovnične krvi. Zavod Republike Slovenije za transfuzijsko medicino: 9 str. 
 
Jež M. 2008. Identifikacija celic z embrionalnimi lastnostmi v kostnem mozgu odraslega  
človeka. Diplomska naloga. Ljubljana, Biotehniška fakulteta: 60 str. 
 
Jiang Y., Jahagirdar B. N., Reinhardt R. L., Schwartz R. E., Keene C. D., Ortiz-Gonzalez X.    
R., Reyes M., Lenvik T., Lund T., Blackstad M., Du J., Aldrich S., Lisberg A., Low W. 
C., Largaespada D. A., Verfaillie C. M. 2002. Pluripotency of mesenchymal stem cells 
derived from adult marrow. Nature, 418: 41-49 
 
Jiang X. X., Zhang Y., Liu B. 2005. Human mesenchymal stem cells inhibit differentiation  
  and function of monocyte-derived dendritic cells. Blood, 105: 4120-4126 
 
Junior D. M.,  Pereira-Araujo J. A., Catelan T. T. T., Silva de Souza A. W., Cruvinel W. M.,  
Coelho Andradade L. E., Pereira da Silva. 2010. Immune system- part Ⅱ basis of the 
immunological response mediated by T and B lyphocytes. Rheumatology, 50: 552-580 
 
Jorgensen C. 2010. Mesenchymal stem cells immunosuppressive properties: is it specific to  
bone marrow-derived cells. Stem Cell Research and Therapy, 8, 1, 2: 15 
 
Jones S., Horwood N., Cope A., Dazzi F. 2007. The antiproliferative effect of mesenchymal  
stem cells is a fundamental property shared by all stromal cells. Journal of Immunology, 
179: 2824-2831 
 
Kamota T., Li T. S., Morikage N., Murakami M., Ohshima M., Kubo M., Kobayashi T.,  
Mikamo A., Ikeda Y., Matsuzaki M., Hamano K. 2009. Ischemic pre-conditioning 
enhances the mobilization and recruitment of bone marrow stem cells to protect against 
ischemia/ reperfusion injury in the late phase. Journal of the American Colleage of 
Cardiology, 12, 53, 19: 1814-1822 
 
Karp J. M., Leng Teo G. S. 2009. Mesenchymal stem cell homing: the devil is in the details.  





Ciglar Z. Uvedba testa ... imunosupresivne funkcije mezenhimskih matičnih celic ... limfocitne reakcije. 





Keating A. 2008. How do mesenchymal stromal cells suppress T cells. Cell Stem Cell- Cell  
Press, 2: 106-108 
 
Kern S., Eichler H., Stoeve J., Kluter H., Bieback K. 2006. Comparative analysis of  
mesenchymal stem cells frome bone marrow, umbilical cord blood, or adipose tissue. 
Stem cells Journals, 24: 1294-1301 
 
Kim N., Cho S. G. Clinical applications of mesenchymal stem cells. 2013. The Korean  
Journal of Internal Medicine, 28: 387-402 
 
Kinnaird T., Stabile E., Burnett M. S. , Epstein S. E. 2004. Bone-marrow-derived cells for  
enhancing collateral development: mechanisms, animal data, and initial clinical 
experiences. Circulation Research, 95,4: 354-363 
 
Klemperer P. 1962. The concept of Connective Tissue Diseases. Circulation, 25: 869-871 
 
Krampera M., Cosmi L., Angeli R., Pasini A., Liotta F., Andreini A., Santarlasci V.,  
Mazzinghi B., Pizzolo G., Vinante F., Romagnani P., Maggi E., Romagnani S., 
Annunziato F. 2006. Role for interferon-gamma in the immunomodulatory activity of 
human bone marrow mesenchymal stem cells. Stem Cells Journals, 24: 386-398 
 
Kuby J., Goldsby R. A., Kindt T. J., Osborne B. A. 2003. Kuby Immunology. 5th ed. New      
York, W.H. Freeman and Company: 554 str. 
 
Kuroiwa T., Kakishita E., Hamano T., Kataoka Y., Seto Y., Iwata N., Matsumoto K.,  
Nakanura T., Ueki T., Fujimoto J., Iwasaki T. 2001. Hepatocyte growth factor ameliorates 
acute graft-versus host disease and promotes hematopoietic function. The Journal of 
Clinical Investigation, 107, 11: 1365-1373 
 
Lazarus H. M., Haynesworth S. E., Gerson S. L., Rosenthal N. S., Caplan A. I. 1995. Ex  
vivo expansion and subsequent infusion of human bone marrow-derived stromal  
     progenitor cells (mesenchymal progenitor cells): implications for therapeutic  
     use. Bone Marrow Transplantation-Nature, 16, 4: 557–564 
 
Leontieva O. V., Demidenko Z. N., Blagoskomny M. V. 2014 Contact inhibition and high 
cell density deactivate the mammalian target of rapamycin pathway, thus supressing the 
senescence program. PNAS, 111, 24: 8832-8837 
 
Lim J. Y., Jeun S. S., Lee K. J., Oh J. H., Kim S. M., Park S. I., Jeong C. H., Kang S. G. 
2006. Multiple stem cell traits of expanded rat bone marrow stromal cells. Experimental 
Neurology, 199: 416-426 
 
Locatelli F., Maccario R., Frassoni F. 2007. Mesenchymal stromal cells, from indifferent 
spectators to principal actors. Are we goingto witness a revolution in the scenario of 




Ciglar Z. Uvedba testa ... imunosupresivne funkcije mezenhimskih matičnih celic ... limfocitne reakcije. 





Lu-Lu, Liu Y., Yang S., Zhao Q., Wang X., Gong W., Han Z., Xu Z., Liu D., Chen Z., Han 
Z. 2006. Isolation and characterization of human umbilical cord mesenchymal stem cells 
with hematopoiesis- supportive function and other potentials. Hematology Journal, 91, 8: 
1017-1026 
 
Maličev E., Jež M. 2014. Terapevtska biotehnologija: učbenik za vaje. Ljubljana, Zavod  
Republike Slovenije za transfuzijsko medicino: 64 str. 
 
Mardones R., Via A. G., Jofré C. 2016. Cell therapy for cartilage defects of the hip. Muscles  
Ligaments Tendons, 6: 361- 366 
 
Marigo I., Dazzi F. 2011. The immunomodulatory properties of mesenchymal stem cells.  
Seminars in Immunopathology, 33: 593-602 
 
Markers & methods to verify mesenchymal stem cell identity, potency & quality. 2017.  




Mc Larnnon A. 2017. Bone marrow. UK. Univerza v Birminghamu, British society for  




Meisel R., Zibert A., Laryea M., Gobel U., Daubener W., Dilloo D. 2004. Human bone  
marrow stromal cells inhibit allogeneic T-cell responses by indoleamine 2,3-
dioxygenase-mediated tryptophan degradation. Blood, 103: 4619-4621 
 
Meng X., Ichim E. T., Zhong J., Rogers A., Yin Z., Jackson J., Wang H., Ge W., Bogin V.,  
Chan W. K., Thebaud B., Riordan N. H. 2007. Endometrial regenerative cells: A novel 
stem cell population. Journal of Translational Medicine, 5, 57: 1-10 
 
Messina V., Buccione C., Marotta G., Ziccheddu G., Signore M., Mattia G., Puglisi R.,  
Sacchetti, Biancone L., Valtieri M. 2017. Gut Mesenchymal Stromal Cells in Immunity. 
Hindawi Publishing Corporation Stem Cells International, 201: 1-6 
 
Miyahira A. 2012. Types of immune cells present in human PBMC. Sanguine Biosciences:  
https://technical.sanguinebio.com/pbmc-basics/ (26.06.2018) 
 
Nakamizo A, Marini F, Amano T. 2005. Human bone marrow-derived mesenchymal  
stem cells in the treatment of gliomas. Cancer Research; 65: 3307-3318 
 
Nasef A., Mathieu N., Chapel A., Frick J., Francois S., Mazurier C., 2007.  
Immunosuppressive effects of mesenchymal stem cells: involvement of HLA-




Ciglar Z. Uvedba testa ... imunosupresivne funkcije mezenhimskih matičnih celic ... limfocitne reakcije. 





Owen M. E., Cave J., Joyner C. J. 1988. Clonal analysis in vitro of osteogenic differentiation  
of marrow CFU-F. Journal of Cell Science, 87: 731-738 
 
Pavletic S. Pomalidomide for Chronic Graft-versus-Host Disease. 2012. National Cancer  
Institute. https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01688466 (17.05.2018) 
 
Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMCs). 2017. Zenbio.  
http://www.zen-bio.com/products/cells/pbmcs.php (20.10.2017) 
 
Pittenger M. F., Mackay A. M., Beck S. C., Jaiswal R. K., Douglas R., Mosca J. D.,  
Moorman M. A., Simonetti D. W., Craig S., Marshak D. R. 1999. Multilineage potential 
of adult human mesenchymal stem cells. Science, 284, 5411: 143-147 
 
Qin Y, Guan J, Zhang C. 2014. Mesenchymal stem cells: mechanisms and role in bone  
regeneration. Postgrad Medicine, 90: 643–647 
 
Ren G., Zhang X., Zhao X., Xu G., Zhang Y., Roberts A. I., Zhao R. C., Shi Y. 2008. 
Mesenchymal stem cell-mediated immunosupression occurs via concerted action of 
chemokines and nitric oxide. Cell Stem Cell, 2: 141-150, doi: 10.1016/j.stem.2007.11.014 
 
Rožman P., Strbad M., Knežević M. 2007. Uporaba matičnih celic v medicini. Ljubljana,  
Zavod Republike Slovenije za transfuzijsko medicino: 11 str.  
http://www.zrss.si/bzid/geni/pdf/knezevic-clanek.pdf (18. dec. 2016) 
 
Roubelakis M. G., Pappa K. I. , Bitsika V. 2007. Molecular and proteomic characterization  
of human mesenchymal stem cells derived from amniotic fluid: comparison to bone 
marrow mesenchymal stem cells. Stem Cells and Development; 16: 931-952 
  
Radioterapija. 2018. Onkološki inštitut Ljubljana.  
https://www.onko-i.si/za_javnost_in_bolnike/zdravljenje/radioterapija/ (17.01.2018) 
 
Sharma P, Kumar P, Sharma R. 2017. Natural Killer Cells - Their Role in Tumour  
Immunosurveillance. Journal of Clinical and Diagnostic Research, 11, 8: 1-5 
 
Spaggiari G. M. , Capobianco A., Abdelrazik H., Becchetti F., Mingari M. C. 2008. Moretta  
L. Mesenchymal stem cells inhibit natural killer-cell proliferation, cytotoxicity, and 
cytokine production: role of indoleamine 2,3-dioxygenase and prostaglandin E2. Blood, 
111:1327-1333 
 
Stagg J., Pommey S., Eliopoulos N., Galipeau J. 2006. Interferon-gamma-stimulated marrow  
stromal cells: a new type of nonhematopoietic antigen-presenting cell. Blood, 107: 2570-
2577 
 
Štempelj M. 2013. Imunosupresivna zdravila. Ljubljana, Medicinska fakulteta v Ljubljani,  




Ciglar Z. Uvedba testa ... imunosupresivne funkcije mezenhimskih matičnih celic ... limfocitne reakcije. 





Tan C., Gery I. 2012. The unique features of Th9 cells and their products. Critical Review  
of Immunology, 32: 1–10  
 
Tabbara I. A., Zimmerman K., Morgan C., Nahleh Z. 2002. Allogeneic hematopoietic stem  
cell transplantation: complications and results. Arch Intern Med., 162, 14:1558–1566 
 
Vozelj M. 1996. Imunologija: Enciklopedijski priročnik. 1. izd. Ljubljana, DZS: 373 str. 
 
Vozelj M. 2000. Temelji imunologije. Ljubljana, DZS: 552 str. 
 
Wang S., Qu X., Zhao R. C. 2012. Clinical applications of mesenchymal stem cells. Journal  
of Hematology and Oncology, 5: 19 str. 
 
Ye Z., Wang Y., Xie H. Y., Zheng S. S. 2008. Immunosuppressive effects of rat  
mesenchymal stem cells: involvement of CD4+CD25+ regulatory T cells. Hepatobiliary 
and Pancreatic Diseases International., 7: 608-614 
 
Zhang W., Ge W., Li C., You S., Liao L., Han Q., Deng W., Zhao R. C. 2004. Effects of  
mesenchymal stem cells on differentiation, maturation and function of human monocyte-
derived dendritic cells. Stem cells development, 13: 263–271  
 
Zhao Q, Ren H, Han Z. 2016. Mesenchymal stem cells: Immunomodulatory capability and  
clinical potential in immune diseases. Journal of Cellular Immunotherapy, 2: 3-20 
 
Zuk P. A., Zhu M., Mizuno H. 2001. Multilineage cells from human adipose tissue:  
implications for cell-based therapies. Tissue Engineering & Regenerative Medicine 
International Society, 7: 211-228
 
 
Ciglar Z. Uvedba testa ... imunosupresivne funkcije mezenhimskih matičnih celic ... limfocitne reakcije. 








Najprej se zahvaljujem svojemu mentorju doc. dr. Urbanu Švajgerju za možnost, da sem 
lahko svoje magistrsko delo opravljala na Zavodu RS za transfuzijsko medicino ter tako 
pridobila ogromno izkušenj. Hvala za sodelovanje, strokovno pomoč in nasvete pri pripravi 
magistrskega dela. 
 
Hvala tudi recenzentu prof. dr. Petru Dovču za strokovni pregled naloge in konstruktivne 
komentarje.  
 
Velika zahvala gre tudi Katrini Hartman, od katere sem se ogromno naučila, bila je ves čas 
praktičnega dela ob meni in s tem v veliko pomoč. 
 
Zahvaljujem se tudi vsem sodelavcem Zavoda RS za transfuzijsko medicino za pomoč na 
vseh oddelkih, še posebej pa oddelku za preskrbo s krvjo, za vsakotedensko obsevanje celic.  
 
Najlepša hvala tudi vsem na Biotehniški fakulteti, ki so mi omogočili hiter zagovor te naloge. 
 
Posebna zahvala gre vsem mojim bližnjim za podporo tekom celotnega študija. 
 
 
